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HOOFDSTUK I 
INLEIDING EN PROBLEEMSTELLING 
Bij het gebruik van scheikundige bestrijdingsmiddelen voor het 
verdelgen van schadelijke insekten oppert men talrijke bezwaren zo-
als het optreden van resistentie, de giftigheid voor de mens, de 
toenemende verontreiniging. van de ecosfeer~ het opLreden van secon-
daire plagen en de schadelijke nevenwerking op roofvijanden en na-
tuurlijke parasieten. In de gelntegreerde bestrijding tracht men 
een o plossing te vinden door naar nieuwe methoden te zoeken waardoor 
deze nadelen toch gedeeltelijk weggewerkt worden. 
Een van deze methoden is de fysiologische bestrijding hetzij 
met hormonen, hetzij met ferom one n. Uit de huidige stand van de on-
derzoekingen blijkt dat insektenhormonen of analoge produkten reeds 
als bestrijdingsmidde l in aanme rki ng kunnen komen. Hierdoor zullen 
de thans gebruikte insectic i den gedeeltelijk kunnen vervangen wor-
den. Het gebruik van feromonen en hormonen als bestrijdingsprocédé 
vereist een grondige studie van de i nsektenfysiologie. Een juist in-
zicht in de werkingsw ij ze van hormonen vereist een zeer goed inzicht 
in he t mechanisme van de neuro-endocriene regulatie. Daarvoor is 
een g ron d i ge histologische en cytol ogische studie van de centra der 
neu ro -endoc ri ene regulatie gewenst . Het voornaamste centrum van deze 
neur o -endocriene regu l atie is i n de hersenen gelegen. Het bestaat 
uit een aantal neurosekretoris c he cellen die een kamplex geheel uit-
maken. 
Het doel van deze studie was een beeld te verkrijgen over de bouw 
en de li gging van het centrum als inleiding tot verdere onderzoekingen 
ov er het voorkomen, de aard en de funktie van hormonen in de hersenen . 
Om ~e neurosekretorische cellen (NSC) te situeren werd ~erst een 
mo r fologische s t udie van het neuro-endocrien systeem uitgevoerd. Met 
behu lp van h i stologische kleuringsmetboden werd ligging, type en aan-
tal NSC bepaald. Het was echter onmogelijk om een grondige studie 
over de bouw van de NSC met deze methoden te maken. Hiervoor werden 
2 . 
elektronenmikroskopische technieken toegepast. Om de aard van de 
neurosek r etorische granula, die het voornaamste kenmerk vari een . NSC 
z i jn, te bepalen werd gebruik gemaakt van histochemische ~n enzyma-
t i sche reakties. 
Als proefobjekt werd de koolvlieg (Delia brassicae Bouché) ge-
kozen, omdat deze ekonom i sch .belangrijke plantenbeschadiger re~ds 
ver s c h i 11 ende j aren in he t Laboratorium voor D ie r .ku nd e . bes t u de e r d 
wordt met het doel andere bestrijdingsmetbodes op punt ~e st~llen dan 
de sche i kundige. 
·~ I ' 
Unlv. Gen! 
~Jbliotheelc 
Fac. - lalid ~ouw~. 
3 . 
HOOFD STUK I I 
., . I . ~ 
.MAT.E:RlAAL .EN METHODEN 
2.1. Kweek van het proecfin.sekL,~. ~nelia brassicae 
De koolvlieg, Delia brassicae behaart tot de orde der Dip-
tera en tot de familie der Anthomyidae (fig. 1). Ze behoort 
verder tot de cyclorafe Diptera (bezit lunula, fig.2). De vlieg 
1s een belangrijke beschadiger van koolgewassen . en voederrapen. 
In het laboratorium kunnen deze vliegen in grote aantallen 
gekweekt worden. De kweekmethode is .als volgt 
2. 1.1. Kweekkooi, voeding en eileg der vliegen 
De koolvliegen worden gehouden in kweekkooien van 56 x 56 
x 50 cm (fig. 3). Praefinsekten worden in huishouddozen van 
10 x 10 x 16 cm gehouden (fig. 4). De vier cellofaanwanden van 
de grote kweekkooien laten voldoende licht binnendringen, ter-
wijl de nylon bovenzijcie . van de kooi een goede verluchting toe-
laat. Op de bodem van de kooi ligt een dikke laag vochtig ge-
houden schuimrubber. 
' 
De relatieve v ochtigheid 1n de kooi bedraagt ongeveer 70 %, 
terwijl de temperatuur er dezelfde is als in het laboratorium 
(gemiddeld 20° C). 
De vliegen kunnen · water zu1gen aan vochtig filtreerpapier 
dat gespannen is over een met water gevulde omgekeerde beker. 
De v\oeibare voeding bevat volgende bestanddelen : 
- 4 delen brouwersgist 
- 6 delen saccharose 
- 10 delen leidingswater 
Men voegt hieraan enkele druppels NaOH N/10 toe om een pH = 7 te 
bekomen. 
Blokjes koolraap of rutabaga., Brassica napus napobrassica 
(L) Rchb., van I ,5 x I x cm worden gebruLkt als ovipositie-
stimulans en -substraat. Deze worden op filtreerpapier, Ederol 
Nr. 261, op een glazen plaat gelegd. De eitjes worden gedeponeerd 
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tussen het filtreerpapier en de rand van het blokje. Dage-
lijks worden de eitjes met een penseeltje in een pe trischaal 
verzameld. Hierin worden zij gedurende twee dagen bewaard 
in een dess i cator waarin een weinig water is aangebra cht. Op 
deze wijze verkrijgt men een voldoende hoge voch tl gh eid , no od -
zakelijk voor de ontwikkeling van het embryo. 
2. 1 .2 . Kweek en voeding der larven 
Als voedingsmedium voor de larven wordt eveneens koolraap 
gebru i kt. Deze wordt eind oktober op het veld geoogst en zorg-
vu l dig ontkopt . De koolraap wordt dan in een koelkast bij 4 ° C 
gestockeerd wat toelaat gedurende negen à tien maanden over 
voldoende voedsel voor de larven te beschikken. Gedu re nde de 
overige twee à drie maanden worden koolrapen gebruikt die rec ht-
streeks van het veld komen. 
De koolrapen worden in 4 cm dikke schijven gesneden en ge-
spoeld in een 2 ° /oo chlooramine - T - oplossing (na een lang-
durige bewaartijd kan rotting optreden). Aan de bovenzijde wor-
den groefjes gesneden. Dan worden de eitjes uit de dess i ca tor 
genomen en gelijkmatig over de schijven uitgestroo i d. Ongeveer 
eitje per I à I ,3 gram koolraap geeft een optimale benut ti g in g 
van het voedsel door de larven en bovendien een hoog aantal g rot e 
poppen. De pas ontloken larfjes vreten zich gemakkelijk in de 
koolraap via de gemaakte groefjes. Een laagje licht vo c h ti g zand 
op de rutabagaschijf verhindert én uitdrogen van de larven én ver-
harden van de rutabaga. 
(21 x IS x 5 cm) op een 
De schijven worden dan in koelkastdozen 
laag zand gelegd. Al het gebru i kte zand 
is een I mm fraktie Rijnzand dat gedurende 
gesteriliseerd. 
nacht op 140 ° C werd 
De koelkastdozen worden gedurende twee à drie dagen gesloten 
gehouden tot de jonge larven zich voldoende ingevreten hebben. 
Daarna wordt de doos geopend omdat een te hoge vocht i gheid sch i m-
melvorming en rotting bevordert. Indien nodig kan, zonder schade 
voor de larven, het zand met Brassicol (fungicide) bepoederd wor-
den. 
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N a t i e n d a gen k e e r t men d .e s c h i j ven. r u t a b a ga om . D i t 
zou het uitvreten bevorderen waardoor de larven, volwassen 
na ongeveer drie weken., gemakk:e.lijk uit het.. stuk k.oolraap 
kunnen kruipen om te gaan verpopp.en i.n het zand. Wanneer dit 
gebeurd is neemt men de uit~evreten rutabaga weg en laat de 
doos nog twee à drie dagen open staan. Al de larven zijn nu 
verpopt in het zand. Op. een ze.ef. (ma.as.wi.j..d.te 2 mm) wo.rden de 
poppen en het zand gescheiden met ·lauw water. 
De poppen blijven nog I dag op de zeef drogen en worden 
dan in kleine containers verzameld. 
2.1.3. Bewaren van poppen en ontluiken der vliegen 
De containers z~Jn samengesteld uit twee perspexringen 
met een diameter van 90 mm en een respektievelijke hoogte van 
30 mm en 5 mm. De kleinste ring dient als deksel en wordt 
vastgehouden door vier staafjes. die. aan . de buitenzijde van de 
grote ring zijn gekleefd. Bovenaan en onderaan i .s deze conta i -
ner afgesloten met nylongaasdoek. Dit systeem geeft een vol-
doende ventilatie en vergemakkelijkt een regelmatige kontrole 
van de poppen. 
Van de I4de tot de 19de dag na de verpopping ontluiken 
ongeveer 60 procent der vliegen. Gedurende de eerste drie da-
gen van deze periode bestaan de ontloken vliegen voor 80 procent 
uit mannetjes. Een tweede ontluikingsperiade ligttussen de 
ste ste . 32 en de 43 dag na de . verpopp~ng. Ongeveer 30 procent 
der vliegen ontluikt gedurende deze periode. Om reden van uni-
fermiteit werden alleen wijfjes uit deze tweede periode genomen. 
Gedurende een derde ontluikingspe~ode~ geleg.en tussen de 55ste 
en 60ste dag ontluiken nog een.s . o.ngev.eer 5 procent der vliegen. 
De rest der poppen is afgestorven of zal slechts in de loop der 
4 volgende maanden ontluiken. 
Deze ontluikingsperiaden Z~Jn meer gede~ailleerd beschre-
ven in een niet gepubliceerd verslag (1970) over de werkzaam-
heden van het komitee voor de toepassing van .. isotopen in het 
landbouwonderzoek (I.W.O.N.L.). 
De kweektechniek in het laboratorium is ~n extenso beschre ~ 
ven door Vereecke & Hertveldt (1971) en Zohren (1968). 
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2. 1 . 4. Be.p a lin.g __ v:an ·de : fysi"o lo~gis che l.ee.·ft:i j d· van. de ko o 1 vlieg 
Men heeft vastgesteld dat over een tijdsapanne van 24 uur, 
80 procent der vliegen in de vroege morgen ontluiken. De 
vliegen die in .de loop van dadaguitkomen wordan 's avohds 
verwijderd. Bijgevolg kunnen. de vliegen die men 's morgens 
verzameld maximum 14 uur vroeger ontpopt zijn. 
Men kan de wijfjes van de mannetjes onderscheiden aan 
volgende kenmerken : de wijfjes hebben een scherp uitlopend 
abdomen (legboor !); de kamplexogen raken elkaar niet op de 
kop ; de cuticula is . meer bruin_ gekleurd. 
Vóór het seksen worden de vliegen gedurende 30 sec. ver-
doofd met co2. 
De ge~iddelde levensduur van de wijfjes en van de man-
netjes bedraagt respektievelijk 13 en 12 dag~n. De maximale 
levensduur bedraagt respektievelijk 32 en 23 dagen. Beide ge-
slachten zijn na 3 - 4 dagen geslachtsrijp. 
Om zeker te zijn dat de gebru.ikte koolv_Lieg.e.n (wijfjes) 
dezelfde fysiologische leeftijd en ontwikkel.ing hadden werd 
de ovariumo.ntwikkeling v.a.n iede.re koolv.lieg afzonderlijk ge-
kontroleerd. De ovaria zijn van het po.ly.troa.f type .. Elk ova-
rium telt ongeveer 25 o.variolen (mini.m.um 19,. maximum 31) (ei-
gen onderzoek, Moens 1972). De terminale o~cyt in elk van 
deze evariolen ontwikkelt synchroon, zoals dit bij de meeste 
insekten het geval is. Men kan de ontwikkelingsgraad van de 
terminale o~cyt als maatstaf voor de fysiologische leeftijd 
nemen. Deze parameter k.an men echte..r . ma.a.r ... gabruiken tot op het 
ogenblik dat de vlieg voor de eerste . k~er eitjes gaat leggen. 
Highnam (1961 1962), Mordue (1965 a, b) en Lea (1967) hebben 
de lengte van .de terminale o~cyt gemeten. 
Om veelvuldig en tijdrovend meten te v~rmLj~an werd de ont-
wikkeling van de terminale oÖcyt vergele.ke.n .. met de 14 ontwik-
kelingsstadia van de oÖgenese, door Jobsen (1966) beschreven 
voor Mus c .a . dom e s t i ca . De ze a ut e u r b es c.h ree f s t e u n end -. op vorm en 
lengte van de terminale oÖcyt 14 S ~stadia (S 1 - s 14 ). Bij de 
koolvlieg zijn deze 14 . stadia. teru.g .te vinden. De ontwikke-
lingsstadia van de evariolen bij de koolvliegen op de 4 hieron-
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der beschreven tijdstippen Z1Jn weergegeven 1n fig. 5. 
- in poppen, een paar .dagen vbór het ontluiken, bevindt de 
oÖgenese zich reeds in het s 3 - s 4 of s 5 stadium : rond 
de eikamer is reeds een laag kubische of cilindrische fol-
likelcellen te zien. 
- bij wijfjes van 0 tot 3 uur oud is de oogen..ese gevorderd 
tot het s6 - s7 stadium : de min of me~r ronde eikamer be-
gint ellipscidaal te worden ; er is een begin van dooiervor-
ming en de oÖcyt heeft ongeveer dezelfde grootte als een 
trofocyt. 
- bij wijfjes van 2 tot 3 dagen oud vult de oÖcyt 1/4 tot 3/4 
van het volume van de eikamer dit komt · overeen met het s 9 
- s 10 stadium. 
- bij wijfjes van 6 tot 7 dagen oud Z1Jn de terminale oÖcyten 
volledig of bijna volledig ontwikkeld : de oÖgenese 1s ge-
vorderd tot het s12 - s14 stadium de terminale oöcyt heeft 
zijn maximale afmetingen bereikt. 
2.2. Methoden gebruikt voor het histologisch onderzoek 
Voor het histologisch onderzo..ek werden vliegen of poppen 
gebruikt waarvan de fysiologische leeftijd bepaald werd zoals 1n 
2, 1 , 4 beschreven. Het resultaat van histologische technieken 
wordt op gekleurde coupes van het weefsel afgelezen. Om kleurings-
methoden te kunnen gebruiken moet het te onderzoe~en weefsel eerst 
gefixeerd worden. Dat wordt u~gevoerd met de bedoeling autolyse 
1n het weefsel tegen te gaan, de inwerking van micro-organismen 
te verhinderen, de eiwitstrukturen vast te leggen en de brekings-
index van de strukturen te veranderen. Om het weefsel te kunnen 
snijden wordt het gehard en ingebed in paraplast. De coupes wor-
den op draagglaasjes gekleefd en gekleurd. De kleurstoffen zijn 
zodanig gekozen dat de volledige cou.p.e selekti.ef. gekleurd wordt en 
dat de NSC een typische kleuring gaan ondergaan_ waardoor ze van 
de overige cellen en onderling kunnen. on.ders .cheide.n worden. Op de 
onderlinge verschillen in kleurreaktie . is de. typ..ering gesteund. 
Om de aard .van het cytoplasma te bepale.n word .t een Alcian-
blauw en een fluorescentie kleuring toegepast. De fluorescentie 
kleuring wordt ook gebruikt om . uiterst kleine hoeveelheden 
neurosekretorische granula aan te duiden. 
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Om de neurosekretorische cellen in situ aan te tonen wordt 
een methode gebruikt waarvoor men het gefixeerde weefsel niet 
meer moet inbedden en snij .den. 
2.2. I. Fixatie 
Na 30 seconden verdoving in een co2 - atmosfeer worden 
koolvliegen even in een verdunde zeepoplossing ondergedompeld 
en dan in het fixatiemiddel gebracht. Het flesje met fixatief 
en de te fixeren vliegen .wordt in een dessicator gebracht, 
waarin met behulp van een waterstraalpomp vacuum van ongeveer 
70 cm Hg gezogen wordt. Na een paar minuten - laat men de dess i -
cator terug vollopen met lucht. Vervolgens . herhaalt men eens 
de procedure . Het eerste fixatief wordt dan weggezogen en ver-
vangen door vers fixatiemiddel. De fixatie gebeurt bij kamer-
temperatuur en duurt ongeveer 24 uur. Door de zeepoplossing 
verliest de cuticula haar waterafstotende eigenschappen. Dit 
heeft voor gevolg dat de cuticula nu volledig door het fixatief 
zal bevochtigd worden, hetgeen absoluut vereist is voor een 
goede fixatie . 
Susa werd gebruikt als fixatief, dit bestaat uit 70 ml SI, 
I O ml s 2 , 20 ml formol en 4 ml ijsazijn. 
samengevoegd juist voor de fixatie . SI 
singen die als volgt samengesteld zijn 
De komponenten worden 
en s 2 Z~Jn stockoplos-
s1 45 g sublimaat 
(HgCL 2 ) en 5 g NaCL opgelost in 700 ml aq. dest . en s 2 
trichloorazijnzuur opgelost in IOO ml aq. dest. 
20 g 
Susa gaf de beste resultaten met betrekking tot de duide-
lijkbeid van de kleurreaktie met paraldehyd-fuchsine en met be-
trekking tot de beste preservatie van de struktuur van het ze-
nuwweefsel en de hersenen. Andere geteste fixatiemiddelen zoals 
Bouin, gewijzigde Bouin (Gomori I939-194I), Helly en Carnoy ga-
ven minder goede resultaten bij de koolvlieg. 
Volgens Schreiner (I966) moeten de alkoholhoudende fixatie-
middelen vermeden worden, niet omdat het neurosekretorisch ma-
teriaal oplosbaar is in alkohol, maar omdat alkohol het kleur-
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baar gedeelte van het neurosekretorisch materiaal oplosbaar 
maakt in water. 
2.2.2. Dissektie en inbedding 
Na dag fixatie wordt Susa uitgespoeld met ethanol 90 %. 
In deze ethanol wordt de dissektie uitgevoerd. Om het her-
senweefsel te bestuderen wordt de kop van het lichaam geschei-
den, de zuigsnaiel samen met de meeste gechitiniseerde delen 
verwijderd; vervolgens worden de luchtzakken rond het hersen-
weefsel zoveel mogelijk weg of opengetrokken. Deze behande-
lingen zijn nodig om een goed kontakt tussen paraplast en het 
hersenweefsel mogelijk te maken en om te verhinderen dat stuk-
jes van de cuticula aan het mes zouden kleven hetgeen krassen 
veroorzaakt. Wil men ook het gedeelte van het endoc~ien sy-
steem in de thorax gelegen bestuderen, dan verwijdert men het 
achterlijf, de poten, de vleugels en de vliegspieren van de 
thorax . 
Via ethanol 96 % en methylbenzoaat (2 x) wordt het weef-
sel naar celloidine (2 %), opgelost in methylbenzoaat, overge-
bracht waarin het gedurende dr i e dagen blijft liggen. Vervel-
gens verbl i jft het weefsel gedurende 3 maal 10 minuten in ben-
zeen om methylbenzoaat te verdringen. Hierna komt het weefsel 
i n paraplast b i j 60 ° C voor 3 maal 10 .minuten om benzeen te 
verdringen en uiteindelijk wordt het weefs~l dan in paraplast 
ingebed. 
2.2.3. Snijden en monteren op . draagglaasjes 
Het snijden gebeurde met een Leitz microtoom (Minot - Mi-
krotorn Typ 12 12). Als mes gebruikten we het C - type van Leitz. 
Voor het routine - onderzoek werd "frontaal 11 gesneden op een 
dikte van 5 f . Voor anatomische studies werd ook op een dik-
te van 7 fen in "dwarse 11 en "sagittale 11 richting gesneden. 
De draagglaasjes werden gedurende enkele dagen ontvet in 
een waterige oplossing van 5% 7 X- zeep (Serva-Heidelberg), 
daarna gespoeld met leidingswater en aq. dest. en gestockeerd 
in ethanol 96 %. 
1 0. 
De lintjes werden op draagglaasjes .gekleefd . met een op-
lossing van aceton (2 ml), methylbenzoaat (1 dr.), aqua dest. 
(8 ml) en eventueel dr. eiwitglycerine (Romeis, 1968). Na 
het strekken op een verwarmplaat bij 40° C werd de overtolli-
ge kleefstof verwijderd en de lintjes met filtreerpapier aan-
gedrukt. Het nadrogen gebeurde in een broedst~6f ~- i j 42° C 
gedurende één nacht. 
2.2 . 4. Kleuring 
- verwijderen van paraplast : 2 x 5 minuten 1n xylol 
- afvoeren naar aq. dest. via ethanol 96 % (2x) 90 %, 70 % en 
50 %. 
Deze methode werd voor het eerst gebruikt door Gomcri 
( 1950). De bereiding van de kleurstof werd .in 1953 door 
Gabe gewijz i gd . De gewijzigde methode van Cameren en Steele 
(1959) met een tegenkleuring volgens Halmi (1952) werd door 
ons toegepast. 
oxydatie in Gornori's fluid (1941) gedurende 1 min. (0,15 g 
KMno 4 opgelost in 50 ml aq. dest. + 0,1 ml H2 so 4 95-
98 %) 
- ontkleuren in een waterige oplossing van 2,5 % natriumbi-
.. :~~~)..~'(1 1 f i e t t o t d e b r u i n e k 1 e u r v o 11 e d i g v e r d wenen i s ( enk e 1 e 
seconden) 
5 min. spoelen i n leidingswater 
- aq. des t. 
- ethanol 50 %, ethanol 70 % 
- gedurende 10 min. kleuren in paraldehyd-fuchsine (0,25 g 
kleurstof opgelost in 50 ml ethanol 70 %) 
- achterkant van draagglas vlug afvegen en in ethanol 96 % 
spoelen 
- t we e d e ma a 1 i n e t ha n o 1 9 6 % s p o-~1 en t o t ge e n k 1 e u r s t o f 
meer vrijkomt 
- afvoeren naar aq. dest. via ethanol 70 % en 50 % 
- tegenkleuren volgens Halmi (1952) 
- gedurende 30 sec. 1n een oplossing van 
light green 
g orange G. 
0,5 g chromotroop 2 R. 
0,5 g fosfotungsteenzuur 
rol ijsazijn 
1 1 • 
~n 100 rol 
aq. dest. 
- gedurende sp sec. in zelfde oplossing waarin 0,2 g 
light green vervangen was door 0,8 g light green. 
- vlug spoelen in ethanol 96 % waarin een waterige oplos-
sing van 0,2 % azijnzuur 
nog 2 maal spoelen in ethanol 96 % 
- absolute ethanol of tertiaire butylalkohol 
- 3 maal xylol en afdekken met DPX. 
De kleuring werd uitgevoerd volgens de oorspronke-
lijke methode door Gornori in 1941 beschreven. Hierbij werd 
rekening gehouden met de beschrijving ,van deze methode door 
Gabe in 1966. We zullen hier geen gedetailleerde opgave 
geven van de verschillende uit te voeren bewerkingen omdat 
we, ondanks herhaalde pogingen, nooit een blauwkleuring 
(door de h e mto~yline) van het neurosekreet bekomen hebben. 
Benevens het fixatiemiddel van Gornori (1941) nl. de gewij-
zigde Bouin hebben we ook Susa gebruikt. maar hiermee kregen 
we evenmin resultaat. 
Gewijzigde Bouin (Gornori 1939-1941) 
80 rol p~cr~nezuur verzadigde oplossing in aq. dest. 
- 20 rol formol 
- 2,5 rol ijsazijn 
- 2,5 g sulfosalicylzuur. 
De fixaties voor deze kleuring worden uitgevoerd met J 
formol 4% in fosfaatbuffer bij pH : 7 (Lillie 1954). 
Samenstelling 
- 100 rol formol (40 % formaldehyde) 
- 900 rol aq. dest. 
- 4,7 g NaH 2 Po 4 . 2 H2 0 
- 7,6 g Na 2 HP0 4 . 2 H2 
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Werkwijze (Lev & Spieer 1964) 
- oxydatie : id. PAF 
- ontkleuren id. PAF 
- leidingswater 
- aq. dest. 
- ofwel ~lcian blauwkleuring 
. ...,~ 
% opgelost ~n azijnzuur 
3 % (pH : 2,5) 
-ofwel Alcian blauwkleuring I %opgelost ~n 0,1 N. HCL 
(pH : I) 
- ofwel Alcian blpuwkleuring I % opgelost ~n 0,5 N. HCL 
(pH : 0,5) 
- draagglas eerst afdrogen met filtreerpapier om te ver-
hinderen dat de pH stijgt 
- deshydrateren en afdekken. 
De methode van Sterba (1961 ,b) en deze van Coalson 
(1966) werden toegepast. Deze van Sterba gaf de beste re-
sultaten bij de koolvlieg. 
De fixatie gebeurde met Susa en de coupes werden op 
4 f gesneden. 
De fluorescentie werd op de volgende manier verkregen: 
oxydatie gedurende 2 min. ~n een waterige oplossing van 
2 , 5 % KMn 0 
4 
( 1 d . ) , H 2 S 0 4 5 % ( 1 d . ) en 8 d . a q . de s t . 
(vers gemaakte oplossing 15 min. laten rijpen) 
- ontkleuren in een waterige oplossing van I ,5 % natrium-
~.,:.'S'1:1r l,f.,_iet gedurende 10-30 sec. 
- gedurende 5 min. wassen in leidingswater 
- aq. dest. 
- 2 min. ~n oplossing van N,N' - diethylpseudoisocyanin-
chloride (14,5 mg opgelost in 100 ml aq. dest.) 
- wassen ~n leidingswater 
- wassen ~n ammoniakwater (2 druppels NH 4 0H in IOO . ml a1· 
dest.) . Deze zwak alkalische reaktie vertraagt de depoly-
merisatie in U.V. licht aanzienlijk. 
- de coupes kunnen hierna rechtstreeks of na een verblijf 
van 30 - 40 min. in ammoniakwater afgedekt worden. 
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De coupes worden best zo vlug mogelijk met de fluo-
rescentiemikroskoop onderzocht omdat de fluorescentie een 
onstabiele toestand is die vlug vermindert met de tijd. 
Om zo weinig mogelijk lichtstralen te verliezen werden 
de coupes afgedekt met een saccharose-oplossing met dezelf-
de brekingsindex als glas. 
De M20 mikroskoop van Wild werd gebruikt ~n kombinatie 
met een hogedruk-kwikdamplamp Osram "HgHBO 200" om de fluo-
rescentie waar te nemen. De volledige opstelling van de mi-
kroskoop met de nodige toebehoorten werd door Van Laere 
(1969) beschreven. 
2.2.5. Het "in situ" aantonen van het neuro-endocrien systeem. 
De kleuringsprocedure II van Dogra & Tandan (1964) werd 
hiervoor gevolgd . Deze bestaat uit een aangepaste procedure 
van de PAF-k~euring volgens Cameren & Steele (1959) voor de in 
s i tu kleuring . Dez~ werd nog op haar beurt gewijzigd voor de 
kleuring van het hersenweefsel van de koolvlieg. 
Werkwijze: t!-~ 
- fixatie met Susa gedurende 12 à 24 uur 
- uitspoelen van Susa met ethanol 70% 
- afvoeren naar aq. dest. 
vanaf de oxydatie tot en met een tweede maal spoelen in 
ethanol 96% na de kleur i ng is de te volgen procedure deze 
beschreven in 2, 4, d. 
- in geval er nog te veel kleurstof op het hersenweefsel voor-
komt differentiëren in ethanol 70% 
- opvoeren naar ethanol 96% 
- opklaren i n cederhoutolie gedurende 2 tot 4 uur (dit kan ook 
overnacht gebeuren) 
2 maal in xylol gedurende 10 m~n. 
- afdekken met Canada-balsem. 
2.2 . 6. Foto's 
De opnamen werden gemaakt op 35 mm film Agfapan 100 (21 Din). 
Hiervoor werd een "Wild Microphotoautomate" . gebruikt op de 
M20 Wild-mikroskoop. De foto's werden afgedrukt op wit 
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glanzend Brovira papier . van Agfa-Gevaert. 
2.3. Methoden gebruikt voor het elektronenmi.kro.sko.pisch onderzoek 
Vermits histologische methoden geen informatie genoeg ga-
ven over de bouw van de NSC werden elektronenmikroskopische 
methoden toegepast op koolvliegen ·met dezelfde fysiologische ont-
wikkeling als deze met histologische methoden behandeld. De 
--fixatiemethoden, de inbedding, het snijden en de klet.i 'r ·ing war-
'• 
den achtereenvolgens besproken. De karakterisatie van het neuro-
sekreet wordt gedaan met een enzymatische en een histochemische 
reaktie. 
2.3.1. Fixatie 
De fixatie gebeurde 1n glutaaraldehyde 2,5% 1n 0,1 M fos-
faatbuffer met pH: 7,2 gedurende 2 uur in smeltend ijs. De 
fosfaatbuffer (Sorenson) werd bekomen door 3,876 g KH 2 Po 4 en 
12,72 g Na 2 HP0 4
• 2 H2 o op te lossen in 0,5 liter aq. dest. 
(= 0,2 M). De dissektie van het hersenkamplex werd vooraf in 
ijskoude glutaaraldehyde oplossing uitgevoerd. Vóór het gebruik 
werd glutaaraldehyde uitgeschud met bariumcarbonaat. Vroeger 
werd hiervoor aktieve kool gebruikt (Fahimi & Drochmans, 1965), 
maar dit bracht nogal bezwaren mee voor de uitvoering. Deze be-
handeling werd uitgevoerd om de absorptiepiek bij 230 m u zo-/ 
veel mogelijk te verwijderen (om afbraakprodukten die een scha-
delijke invloed op de fixatie hebben te verwijderen). 
Men verwijderde de glutaaraldehyde uit het weefsel door en-
kele malen te spoelen met 0,1 M fosfaatbuffer (pH : 7,2) die 
6,16% sucrose bevatte. De minimum- duur van spoelen was uur. 
In onze experimenten duurde het uitwassen van het fixatief altijd 
minstens nacht. 
Hierna werd een tweede fixatie met o 8 o 4 1 % uitgevoerd 
(0,1 g o 8 o 4 werd opgelost in 5 cc fosfaatbuffer (0,2 M) en 5 cc 
aq. dest. ten minste 24 uur vóór gebruik). 
eveneens in smeltend ijs uitgevoerd. 
Deze fixatie werd 
Volgens Hayat (1970) is het aan te raden een dubbele fixa-
tie met glutaaraldehyde en osmiumtetroxide te gebruiken om een 
maximum aantal verschillende typen van moleculen te fixere~. 
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Door deze dubbele fixatie is het verlies aan celbestanddelen 
het kleinst. 
2.3.2. Ontwateren 
Het ontwateren ge.be.urt door he..t weefseL, na de postfixa-
tie in o
8
o
4
, over te brengen in ethanol 30-S0-70-90-96 %, tel-
kens gedurende IO min.; vervolgens gedurende IS min. in abso-
lute ethanol en ten slotte gedurende 2 maal IS min. in propy-
leenoxide. 
2 . 3.3. Inbedding 
Hiervoor werd ERL verkozen boven Epon. ERL 1s een epoxy-
hars met lage viscositeit waardoor het zeer gemakkelijk t e han-
teren was. Het standaardmengsel volgens Spurr (I969) bestaat 
uit 
- ERL - 4206 (vinyl cyclohexeen dioxide) IO g 
- D . E . R. 736 (diglycidyl ether van polypropyleen glycol) 6 g 
- N SA (nonen y 1 b ar n s teenzuur a n h y d r i de )'\ .-. . ...,~ 6 g 
- S- I (dim e t h y 1 a mino-e t ha n o 1 van D MA E ) 0 , 4 g . 
ERL schijnt in het weefsel niet zo goed binnen te dringen 
als Epon, maar voor het hersenweefsel scheen dit helemaal geen 
bezwaar te zijn. Weefsels ingebed in ERL kleuren niet zo kon-
trastrijk. Om hieraan te verhelpen werd de. dubbele kleuring 
(uranylacetaat ; Watson, I9S8 - loodcitraat ; Reynolds, I963) 
vervangen door de dubbele kleuring (kaliumpermanganaat ; Robertsen 
& al, I963- loodc i traat) . Het grote voordeel van ERL bovenEpon 
is zijn goede snijbaarheid. Alleen om deze reden wèrd ERL voor 
ons onderzoek verkozen. Het vinden van de weinige NSC tussen de 
honderden cellen van het hersenweefsel ging . des te gemakkelijker 
naarmate de coupe groter was. Hierdoor was er meer mogelijkheid 
om aan de hand van het omgevend weefsel het "pars intercerebralis 11 
te situeren. Bij het gebruik van Epon waren de afmetingen van 
de grootste coupes die wij konden maken nog minstens 4 à S maal 
kleiner dan bij ERL inbedding. 
Na de propyleenoxide behandeling werd aan I volume propyleen-
oxide (waarin de weefsels aanwezig) volume ERL toegevoegd. 
Men plaatste de flesjes op een traag draaiende schuin staande 
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schijf om een gelijkmatige penetratie van ERL te bevorderen. 
Aan dit mengsel voegde men na ongeveer I uur opnieuw 2 vol. 
ERL toe. Na I uur werd het mengsel propyleenoxide - ERL ver-
wijderd en voegde men zuivere ERL aan de weefsels toe. Dit 
werd dan gedurende een nacht op de draaiende schijf geplaatst. 
's Anderdaags werd de ERL nogmaals ververst en gedurende een 
paar uur gemengd. Hierna werden de hersenweefsels definitief 
ingebed en gedurende ten minste 8 uur bij een temperatuur van 
70 ° C geplaatst. 
2.3.4. Snijden en op draagroostertjes brengen 
De coupes werden gemaakt met het ultramikrotoom LKB Ul-
trotoom III. Glazen messen van 25 mm met een snijhoek van 50° 
werden gebruikt. 
ker Type 780I B . 
Deze werden vervaardigd met de LKB Knife Ma-
0 
De coupes werden op 600 A dikte gesneden. De dikte wordt 
onrechtstreeks bepaald aan de hand van de wit~gele interferen-
tiekleur die de coupes vertonen na het strekken. Onder strek-
ken wordt verstaan het verwijderen van plooitjes uit de coupes. 
We verkregen dit door een propje watten doordrenkt met toluol 
boven het waterbakje met de coupes te houden. 
Het pa r s intercerebralis gebied met de NSC werd opgezocht 
d o or 1u coupes te kleuren met toluidineblauw (Pease, 1964). 
Werkwijze 
- op draagglas met coupes enkele druppels kleurstof (oplossing 
van I % toluidineblauw in borax I % oplossing in aq. dest.) 
brengen 
- verwarmen tot damp opstijgt en de kleurstof begint te borre-
len 
- wassen in aq. dest. 
- opvoeren in ethanol 70 en 96 % en laten opdrogen 
- afdekken met DPX. 
Volgens Pease schijnt de oplossing van toluidineblauw in 
borax maar 6 maand houdbaar te z~Jn. We hebben deze oplossing 
bijna 2 jaar ~n gebruik zonder enige achteruitgang in kleurings-
mogelijkheid te z~en. 
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Met deze kleuring werden de NSC zeer gemakkelijk gesi-
e 
tueerd zodat men tot het snijden van 600 A coupe~ kan oyer-
gaan(fig. 6). De coupes werden op draagroostertjes (beter 
gekend onder de naam van gridjes) van het model H7 type L 
2 x I met een diameter van 3 mm gelegd. De opening werd over-
spannen met een fermvar-draagfilm (een oplossing van 0,5 % 
fermvar in chloroform). Na de kleuring der coupes wordt 
boven- en onderzijde nogmaals met een laagje koolstof bedekt. 
Men doet dit om de "drift 11 in de elektronenmikroskoop te ver-
minderen . Het opbrengen van een koolstoflaagje gepeurde ~n 
een "Vacuum Evaporator, Type JEE 4B 11 van Japan Electron O]:>tic:;s. 
2.3.5. Kleuring 
De coupes worden gekleurd met kaliumpermanganaat, gevolgd 
door loodcitraat. 
- 2 % KMn0 4 gedurende 5 minuten 
-zorgvuldig afspoelen met Pal's bleekmiddel 
slag te verwijderen. 
Pal's bleekmiddel wordt gema~kt vóór gebruik (blijft 4 uur 
bruikbaar) 3 druppels van de stockoplossingen natrium 
sulfiet (Na 2 so 3 ) ,2 % in water en oxaalzuur I % in water 
in IO ml aq. dest. 
- spoelen met aq. dest. 
- gefiltreerd loodcitraat in een petrischaal met NaOH 
"pellets" om neerslag van loodcarbonaat op het preparaat 
te voorkomen. Kleuring gedurende 3 minuten 
- spoelen met NaOH O,OI N en aq. dest. 
6 pmerking het voor de kleuringen gebruikte aqua dest. werd 
gefiltreerd. 
2.3.6. Karakteriseren van neurosekreet met elektronenmikroskopische 
methoden 
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Deze behandel i ng wordt uitgevoerd op coupes die op 
draagroostertjes liggen en bestemd zijn voor onderzoek met 
·de elektronenmikroskoop. 
Werkwijze 
- oxydatie : perjoodzuur 10 % ~n aq. dest. gedurende 30 min. 
- spoelen met aq. dest. pH : 7,4 (pH geregeld met NaOH 
0,01 N) 
-enzymatische .reaktie met Pronase (Pronase P, Serva 33634): 
0,5 % in aq. dest. (pH : 7 ,4) gedurende uur bij 40° C 
- kleuring zie 2, 3, 5. 
Deze behandel i ng werd uitgevoerd met drijvende coupes. 
Werkwijze 
perjoodzuur % in aq. dest . gedurende 20 à 30 min. 
- spoelen met aq. dest . (2 maal kort + maal 10 min.) 
-behandeling met T.S . C. (thiosemicarbazide) % opgelost 
in waterige oplossing van azijnzuur JO %,g~durende res-
pectievelijk 30 min . , 24 uur, 48 en 72 uur 
- spoelen met waterige oplossing van az~Jnzuur 10 % (2 maal 
kort + 3 maal 20 min.) 
- spoelen met waterige oplossing .van azijnzuur 5 % 
- spoelen met waterige oplossing van az~Jnzuur 2 % 
- spoelen met waterige oplossing van aq. dest. (2 maal kort 
+ 3 maal 20 min.) 
- op draag r oostertjes brengen (van bovenaf afnemen !) 
- op druppel zilverproteinaat 
durende 30 m~n. in duisternis 
- spoelen met aq. dest. 
2.3.7. Foto's 
% in aq. dest. leggen ge-
De foto's werden genomen met de Philips EM 300 elektro-
nenmikroskoop. Overzichtsopnamen werden gemaakt met een ver-
groting van 2.800 en 7.100, detailfoto's met een vergroting 
van 18 . 000 of meer. 
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Voor de opnamen werden 35 mm film (Scientia 22 ~:if,~'~ }..Q·' \ran ., 
. ·~; .... ,'!._• ~ 
Agfa- Gevaert) en de vlakfilm (Scientia 23 D 56 van Agfa-
Gevaert) gebruikt. De foto'~ werden afgedrukt op wit glan-
zend Brovira papier van Agfa- Gevaert. 
2.4. Methoden gebruikt voor het onderzoek met de ra&terelektronen-
mikroskoop 
Met de rasterelektronenmikroskoop ~s men ~n staat heel het 
oppervlak van een organisme scherp in te stellen en hiervan een 
ruimtelijk beeld te fotograferen. 
De werking en de toepassingsmogelijkheden van de rastere-
lektronenmikroskoop heeft Nixon in 1969 beschreven. 
Hoe dierlijke weefsels of organismen best moeten voorbereid 
worden hebben Boyde & Wood (1969) beschreven. 
Alvorens over te gaan tot de fotografische opnamen werd de 
koolvlieg na sterke verdoving met co 2 één nacht bij -20° C be-
waard, vervolgens werd zij op een "draagtafeltje 11 gekleefd al-
vorens onder hoogvacuum bestoven te worden met goud. 
Voorbehandelingen met vloeibare lucht en liofilisatie scha-
kelden geenszins het optreden van depressies uit die soms voor-
komen gedurende het verstuiven van goud onder hoogvacuum. 
Er werd gewerkt met de "Cambridge Stereoscan Type 96113 -
De kleinbeeldfilm Ilford Pan F 18 Din werd gebruikt en de 
foto's w«~den gemaakt op wit glanzend Brovira papier van Agfa-
Gevaert. 
Unlv. Gent 
Bibliotheek 
fu, lnd~tuww. 
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HOOFDSTUK Til 
DE NEURO - ENDOCRIENE REGULATIE BIJ INSE~TEN 
3. I. Inleiding 
De regulatie van de meeste fysiologis.che verschijnselen 
van het insektenleven wordt rechtstreeks of onrechtstreeks be-
paald door een neuro-endocrien systeem, waarvan de hersenen als 
centrum van de neuro-endocriene regulatie beschouwd worden. 
(B. Sharrer 1959). Dit systeem is opgebouwd uit een gedeelte 
van het centraal zenuwstelsel en een aantal endocriene kli~~cn. 
-~ 
De endocriene organen van het centraal zenuwstelsel worden 
neurosekretorische cellen genoemd. Dit zijn in feite gewijzigde 
motorische neuronen die tevens de verbinding vormen met de ende-
criene klieren. Als endocriene klieren worden aanzien: corpora 
cardiaca, corpora allata en prothoracale klieren. Zowel de N.S.C. 
als de endocriene klieren produceren hormonen (door Gabe, 1966; 
"ergonen 11 genoemd), die hetzij rechtstreeks, hetzij onrechtstreeks 
aan het bloed afgegeven worden en dit gebeurt onder invloed van 
zenuwprikkels. 
3.2. De endocriene organen 
NSC werden door Weyer (1935) voor het eerst beschreven 1n 
de hersenen van de honigbij. Hanström (1938) ontdekte ze bij 
de wants Rhodnius probiscus. Bij deze wants toonde Wigglesworth 
a@:... ,,.-·.··~ 
(1939, i9'4o) vooi-- het eerst aan dat een faktor (die later het 
aktivatiehormoon bleek te zijn), afkomstig .van het pars inter-
cerebralis van het protocerebrum, de vervelling reguleerde. 
Pas nadat Gomori (1941) de chroom-hematoxyline-phloxine 
kleuring en Halmi (1952) de paraldehyd-fuchsine kleuring, twee 
methodes waarmee men neurosekretorische cellen selektief kan 
aantonen in weefselcoupes, op punt gesteld hadden, is men de 
NSC volop gaan bestuderen. 
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Een uitgebreid overzicht van de Invertebrata, waartoe 
de insekten behoren, en de Vertebrata, waar NSC aangetoond 
werden, vindt men bij Gabe (I966). 
De stoffen ("hormonen 11 of "ergonen 11 ) .die geproduceerd 
worden in de min of meer gelokaliseerde groepen NSC moeten 
door axonen naar een bepaalde plaats vervoerd worden om aan 
het bloed (haemolymfe) te kunnen afgegeven worden. Die plaat-
sen noemt men "neurohaemale 11 organen. Als het hormoon afge-
geven wordt, komt het volgens Schreiner (I966) los van zijn 
"carrier 11 (draagstof) en kan het vrij in het bloed cirkuleren. 
Het corpus cardiacum is een typisch voorbeeld van een neuro-
haemaal orgaan. Al het neurosekretorisch materiaal uit de 
NSC wordt hier echter niet naar toe gevoerd. Het kan ook 
rechtstreeks naar de betreffende organen gevoerd worden (niet 
via het bloed) zoals de corpora allata, de spieren, de ovaria 
en de pericardiale cellen (Highnam & Hill, I969). 
Dat een NSC de kenmerken moet hebben van een neuron en 
een kliercel wordt gewoonlijk aangenomen. Het zou echter beter 
z i jn te spreken van een neuron dat gespecialiseerd is in de 
vorming van vrij grote hoeveelheden van die substantie (hor-
moon). Op de vraag over het vermogen tot prikkelgeleiding van 
een neuron kan men zeer moeilijk antwoorden (Gosbee & alJ I 968) , 
De belangrijkste taak van deze neuronen is het reguleren van 
fysiologische processen die buiten het zenuwstelsel gelegen 
Z1Jn. 
Over de chemische aard van neurohormonen bij insekten is 
weinig gekend. Door de histologische kleuringsmethode wordt 
heel waarschijnlijk niet het hormoon, maar wel het carrier-
proteine gekleurd. Dank zij mikrochromatografische methoden 
heeft men wel kunnen aantonen dat afhankelijk van het onder-
zochte hormoon de hormonale substanties polypeptiden of eligo-
peptiden zijn. 
De typering van de NSC 1s gesteund op de verschillen in 
samenstelling van het sekreet of het cytoplasma. De meest ge-
bruikte kleurmethoden zijn gesteund op de sterke affiniteit 
tussen de kleurstoffen en de hoge koncentratie aan - S - S -
bruggen en- SH groepen in het . sekreetproteine (carrier-proteine). 
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Studies met de elektronenmikroskoop hebben aangetoond 
dat het aantal typen NSC groter is dan waar te nemen valt 
met konventionele histologische technieken. Zo kon 
Schoorieveld ( 1970) de "Gomori-positieve" NSC. hij. de Colorado-
kever indelen in 3 typen. Door het feit dat er verschillende 
typen NSC voorkomen is men geneigd te veronderstellen dat er 
meerdere hormonen door de hersenen zullen afgegeven worden. 
Volgens Chapman (1969) is de hoeveelheid granulair ma-
teriaal dat op een bepaald ogenblik in een NSC aanwe~ig is, 
de resultante van de snelheid van synthese en de snelheid 
van afgifte. Sommige auteurs aanzien een .NSC met zeer veel 
granulair materiaal als inaktief, terwijl .voor anderen dit 
verschijnsel het bewijs is van een grote aktiviteit. 
'"' Benevens Chapman ( 1969) kunnen Novak ( 1966), Gabe ( 1966), 
Gersch (1970), Smith (1968) en Joly (1968) hierover geraad-
pleegd worden. 
Een groot aantal NSC kunnen hier aangetroffen worden. 
J ohansson (1958) stelde dit vast bij de wants (Oncopeltus fas-
ciatus {Dallas ) ; Hs i ao & Fraenkel (1966) telden ongeveer 48-
54 NSC in het thoraco-abdominaal ganglion van de vlieg Phormia 
regina (Meigen); KÖpf (1957) meldde 10-12 NSC bij Drasophila 
Fletcher (1969) vond ook verschillende typen NSC terug in de 
ventrale ganglia van de kever Blaps mucronata. De NSC van het 
suboesofageaal ganglion horen hier ook bij. 
Over de funktie van deze NSC is over 't algemeen weinig 
gekend. Het diurnaal aktiviteitsritme bij de kakkerlak Peripla-
neta wordt door de NSC van het suboesofageaal ganglion geregeld 
( (4rker 1960). Volgens Arvy en Gabe ( 1952, 1953) zouden de 
prothoracale klieren bij de Odonata door neurosekretorische axo-
nen van het suboesofageaal ganglion bezenuwd worden. Maddrell 
(1962) heeft vastgesteld dat de werkking van de Malpighische 
vaten bij de -wants Rhodnius direkt gekontroleerd wordt door een 
hormoon afgegeven aan het mesothora { '.:i•á·h ~. _a nglion. Dit hormoon 
(diuretisch hormoon) wordt door de medio-NSC gesynthetiseerd. 
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Een systeem van NSC werd door Fraenkel & Hsiao (1965) 
gevonden in de thoracale ganglia van de volwassen Callipho r a 
vlieg. Deze NSC produceren het bursicon-hormoon dat verant-
woordelijk is voor de kleur en het hard worden van de cuti-
cula. 
Deze paar aangelegde organen liggen achter de hersenen 
en zijn hiermee verbonden door zenuwvezels. In bijna alle in-
sekten zijn de CC nauw verbonden met een gelijkaardig paar 
klieracht i ge organen, de corpora allata (CA), die bezenuwd 
worden doo r axonen die, komende van de hersenen, dwars door-
heen de CC lopen. Bij de niet volwassen cyclorafe niptera 
Z1Jn de CC en de CA in een "ring-klier 11 (de Weismann-ring) 
verenigd omheen de aorta. 
De CC bevatten de uiteinden van axonen die van de NSC uit 
de hersenen komen en neurosekreet opstapelen en afgeven. Ze 
bezitten zelf NSC die hormonen produceren, o.a. degene die de 
amplitude en de frekwent i e van de hartslag regelen. Soms l i g-
gen de axonenuiteinden (opslagplaatsen) en de intrinsieke se-
k retorische cellen door elkaar, maar bij .Apis mellifera (Van 
Laere, 1969) en Schistocerca (Cazal 1948 a, b) zijn het glandu-
laire en het nerveuse gedeelte duidelijk gescheiden. 
De CC geven volgende hormonen af 
a ) prothoracotroop ho r mo o n : het werkzame agens van het "brain 
hormone 11 (Willi ams , 1952) zet de prothoracale klier a an tot 
produktie van ecdyson. 
b) neurotrope hormonen : 
- "neurotropic ecdys i s hormone 11 wordt op een bepaald ogen-
b~ik van de dag afgescheiden in de poppen van de zijdevlin-
ders Hyalophora cecropia en Antheraea pernyi . ... DJ .t leidt 
tot heftige bewegingen en ontpoppen van de vlinders (Trumann & 
,~ Riddiford, 1970) 
• 
- stimuleren van de spontane aktiviteit van de zenuwen (Gersch 
& al, 1970). 
c ) h ar t - s t i m u 1 e r. en d~h o r m o on ( M o r d u e & Go 1 d s wo r t h y , I 9 6 9 ) . 
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d) hyperglycaernisch hormoon : verhoogt de trehalose koncen-
tratie in het bloed ten koste van glycogeenreserves 1n 
het vetweefse l (Bowe·rs & Friedrna:n.r 1963 ; Norrnann & Duve, 
1969 ; Goldsworthy, 1970). In Periplaneta stimuleert een 
hoeveelheid van 1/50 CC-hornogenaat reeds voor 100 % de 
trehalosevorrning (Steele, 1961). 
e) adipok i n è!ti sch hormoon : aktiveert in Schistocerca het vet-
weefsel tot afgifte van diglyceriden (funktie : energie-
mobilisatie t i jdens de vlucht) (Mayer & Candy, 1969 ; 
Goldsworthy & Mordue, 1971). 
De CA werden voor het eerst door Lyonet (1762) waarge-
nomen. Nabert (1913) rnaakte een morfologische studie van de 
CA in bijna alle insektenorden. Hij stelde ook voor het eerst 
hun endocriene aard vast. Wigglesworth (1936) . was de eerste 
om de rol van de CA gedurende de ontwikkeling . (groei en voort-
planting) b i j Rhodn i us aan te tonen. 
De CA zijn kleine, gewoonlijk gepaarde, .klierachtige or-
ganen, achter de CC gelegen en hiermee soms .min of meer samen-
gesmolten. Het zijn niet-nerveuse organen, elk langs een zijde 
van de oesofagus gelegen. Ieder CA is op zijn beurt nog ver-
bonden met het suboesofageaal ganglion. 
De CA vertonen sekretie-cycli waarmee veranderingen in 
grootte van sekretorische cellen geassocieerd gaan. Volgens 
Chaprnan i s het niet geweten of iedere cel slechts één aktivi-
teitscyclus doormaakt alvorens afgebroken te worden, de cellen 
bestaan in i eder geval niet lang. 
De CA produceren het juveniel hormoon (J.H.) dat de rneta • 
morfase regelt tijdens het larvestadiurn. Bij het volwassen in-
sekt worden de algemene metabolische aktiviteit, het voortplan-
tingsgedrag, de dooierafzetting in de oÖcyt, de spermatofoor-af-
zetting en bij sprinkhanen de verande~ ing~.IJ. in fase èn kleur 
(Wigglesworth 1965) door dit hormoon beinvloed. RÖller & al 
(1967) hebben voor het eerst ' ~ .~~ geisoleerduit de vlinder 
Hyalophora cecropia. Meyer & ~1 (1970) hebben een tweede J H. 
L 
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. "\<· geisoleerduit dezelfde vlinder waar c2 H5 , 1ngep l ant op de 
c 7 plaats, CH 3 geworden 1s. R~ller & Dahm (1970) .hebben ook 
kunnen aantonen dat de CA J.H. in vitro kunnen afscheiden. 
Het J.H. en veel analoga zijn reeds gesynthetiseerd. 
3.2. e) Prothoracale klieren 
't 
De prothoracale, thoracale of ventrale klieren ook pe-
ritracheale cellen genoemd, zijn paar en diffuus. Ze liggen 
achteraan in de kop of in de thorax. Ieder klier heeft dik-
wijls een uitgebreid nerveus gedeelte en is rijkelijk van 
tracheeën voorzien . 
De prothoracale klieren produceren het vervellingshor-
... 
moon ecdyson, zij worden onmiddellijk na de laatste vervelling 
tot volwassen insekt afgebroken. Butenandt & Karlson (1954) 
hebben het ecdyson voor het eerst geisoleerd uit de zijderups 
., 
Bombyx mor1. Volgens King & ~Sidall (1969) en Moriyama & et. 
(1970) zou het ecdyson i n het abdomen gevormd worden en niet 
in de prothoracale klieren. De oenocyten zouden volgens Bonner 
Weir (1970) betrokken z i jn bij de uiteindelijke vorming van 
het.P- ecdyson (het e c hte vervellingshormoon). Het ct.- ecdyson 
zou een efemere precursor zijn van het~- ecdyson. Volgens 
Romer (1971) zou het ecdyson tot in het laatste larvestadium 
gesynthetiseerd worden door de prothoracale klieren en de oeno-
cyten; na het degenereren van de prothoracale klieren in het 
popstadium wordt het ecdyson dan nog alleen gevormd door de 
oenocyten . 
3.3. De neuro-endocriene regulatie 
De insektenhormonen hebben een tamelijk uitgebreid werkings-
spectrum. Ze reguleren processen zoals vervelling, metamorfose, 
kleurverandering, diapauze en diurnale aktiviteitsritmen. Hormo-
nen van eenzelfde orgaan kunnen verschillende processen beinvloe-
den. Eenzelfde hormoon kan op verschillende organen een ander 
effekt hebben. 
De klierenaktiviteit, hun wisselwerking . en deze met de ge-
slachtsorganen b.v. wordt heinvloed door zenuw~rikkels, door u e uro-
sekreet transport langs axonen en door humorale faktoren are door 
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de haemolymfe over heel het lichaam verspreid worden. Een 
voorbeeld hiervan geeft Engelmann (1962, 1970) in zijn beschrij-
ving van de voortplantingscyclus bij het wijfje van de kakker-
lak Leucophaea (fig. 7). 
De prikkels verwekt i n het genitaal apparaat van het wijfje 
tij dens de paring worden v~a het laatste abdominaal ganglion en 
de ventrale zenuwstreng naar de her ~nen overgebracht, waar Z~J 
verhinderen dat de hersenen hun inhiberende invloed op de CA 
blijven uitoefenen . De aldus akt i ef geworden CA synthetiseren 
en geven gonadetroop hormoon af dat dooierafzetting in de oÖcyten 
en aktivering van de accessorische geslachtsklieren induceert. 
Na het afvoeren van rijpe eitjes naar de oÖtheek wordt de produktie 
van het J.H. door de CA opnieuw verhinderd. Dit gebeurt via een 
humoraal en nerveus mechanisme dat in werking treedt vanaf het 
ogenblik dat eitjes i n de oÖtheek aanwezig zijn. 
Ook uitwendige faktoren zoals fotoperiode en temperatuur kun-
nen het neuro-endo~rien systeem beinvloeden. De Wilde (1953) ont-
dekte dat de fotoperiode de faktor was die het al dan niet in dia-
pauze gaan van de Coloradokever reguleerde. Bij een lange-dag 
fotoperiode (16 uur licht) gaan de insekten zich voortplanten. 
Een kortere fotoperiode induceert diapauze. Het is het volwassen 
stadium dat de fotoperiode waarneemt en er ook op reageert. In 
ger in gere mate kunnen ook laatste stadium larven de fotoperiode 
waar nemen. Zij reageren er echter niet op. Een kortere dag fo-
toperiode in akt i veert de NSC uit de hersenen. De CA worden dus 
ook inaktief. Het zijn juist de inaktieve CA die het gehele dia-
pauzesyndroom induceren (de Wilde, 1955 de Wilde & Stegwee, 1958; 
de Wilde & al, 1 959 ; de Wilde, 1960 ; de Wilde & de Boer, 1960 ; 
de Wilde & de Boer~ 1 969). 
De aktiviteit van de prothoracale klieren en de CA wordt be-
paald door de NSC van de hersenen en het ophouden van hun werking 
gedurende de diapauze komt voor van de inaktiviteit van de NSC. 
Nog in verband met korte- of lange-dag fotoperiode stelde De Loof 
( 1 969) vast dat er i n de haemolymfe van diapauze-kevers een zeer 
hoog eiwitgehalte aanwezig ~s (11 %) en dat er in afwezigheid 
2 7. 
van het J.H . typische kortedag eiwitten in verschijnend~~ 
nooit voorkomen in kevers, gekweekt onder lange~dag omstandig-
heden. 
CA en NSC moeten beiden aanwezig Z~Jn voor de synthese van 
het vitellogeen "female proteine 11 het voornaamste dooiereiwit 
(De Loof, 1969 ; De Loof & de Wilde, 1970). 
In een artikel van Clift (1971) over de aktiviteit van 
het germarium en de dooiervorming in de oÖcyten bij de vlieg 
Lucilia cuprina z ien we de onderlinge beÏnvloeding van het neu-
rosekretorisch systeem, ovarium en voedselopname. Hoe bijzon-
der kamplex de wederzijdse beinvloeding is blijkt uit fig. 8. 
Hieruit kan afgeleid worden dat er 2 onafhankelijke systemen mee 
be t rokken zijn : 
l. de produktie van het oöstatisch hormoon dat de groei van het 
ovariëel weefsel verhindert. Men neemt aan dat het germarium 
een onbeperkt aantal follikels kan produceren . Vanaf het ogen-
bl i k da t 3 follikels ge vor md waren, begint dooierafzetting in 
de terminale oÖcyt . Deze follikel brengt dan het oöstatisch 
hormoon voort, dat een verdere ontwikkeling van de voorlaatste 
oÖcyt verh i ndert; d it gebeurt . ofwel direkt ofwel via het CA. 
De 2 dooierloze follikels kunnen ook een stof voortbrengen die 
de werking van het germarium verhindert. Eiwitrijk voedsel 
brengt de dooierafzetti ng in de voorlaatste oÖcyt op gang. De 
overblijvende doo ier loze oÖcyt kan gewoonlijk niet genoeg in-
hibitor me er voortbrengen om de werking van het germarium te 
verhinderen en hierdoor wordt er dan een nieuw follikel gevormd. 
2. de synthese van neurosekretorisch materiaal, in het CC opge-
slage~, voor de follikelcellen noodzakelijk is om zich inwen-
dig te organiseren voor vitellogenese. 
Het neurosekretisch materiaal komt waarschijnlijk vrij na het 
opnemen van eiwit. Wordt er geen eiwit opgenomen, dan verhindert 
het oÖstatisch hormoon het loslaten van neurosekretorisch materiaal 
van het CC . Dit komt overeen met het effekt dat Adams (1970) be-
reikte door oÖstatisch hormoon te injecteren in Musea domestica. 
In overeenstemming met de wederzijdse beÏnvloeding van CiA en 
NSC (Lea & Thomsen, 1969) is het volgens Clift niet onredelijlk te 
veronderstellen dat het CA de synthese van het hogervermeld neu-
rosekretorisch materiaal kontroleert en misschien ook het vrijko-
men uit het CC. 
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HOOFDSTUK IV 
MORFOLOG.IE VAN. ·. HET "NE:U:RO, S.E~"E"TORISCH SYSTEEM 
A. Algemeen 
Een uitgebreide studie over de topografie en de histologie 
van de hersenen bij Diptera wordt gegeven door Groth (1971), ter-
wijl Chapman (1969) een overzicht geeft van het zenuwstelsel en 
de endocriene organen. 
In het hersenweefsel van insekten kan men gewoonlijk 3 ge-
bieden onderscheiden het protocerebrum, het deutocerebrum en het 
tritocerebrum. (fig . 9 - 10). 
Het protocerebrum is tweelobbig en lateraal verbonden met de 
ooglobben. Bij hypognate insekten is dit gedeelte dorsaal in de 
kop gelegen. Het is het meest kompleks gedeelte van ~ de hersenen. 
De perikarya zijn beperkt tot een perifere zone, terwijl het een-
traal gedeelte met neuropyleem bezet is. Anteradarsaal en langs 
be i de zijden van de middellijn ligt er een massa cellen die het 
pars intercerebralis uitmaken. De voorste cellen van het pars in-
.. ' 
tercerebralis zijn verbonden met de zenuwen van de ' ~a~len. De ze-
nuwen van de meer lateraal gelegen cellen lopen naar het po~~ ce-
rebralis, het middenste deel van het neuropyleem, dat met veel ge-
deelten van de hersenen i n verbinding staat. In het pars interce-
rebralis liggen de mediane NSC (MNSC), waarvan de axonen elkaar 
kruisen en verder lopen buiten het hersenweefsel, o.a. naar het cor-
pus cardiacum. 
Aan weerszijden van het pars intercerebralis zijn de corpora 
pedunculata gelegen, die samengesteld zijn uit een calyx en een~- en 
/?- lob. 
In het midden van het neuropyleem ligt het centraal lichaam 
waarheen axonen van veel gedeelten van de hersenen naar toe ~ l o ~~n. 
Lateraventraal hiervan ligt er nog een accessorische lob die ook tot 
het neuropyleem behoort. 
De ooglobben zijn laterale vertakkingen van het protocerebrum 
~aar de kompleksagen toe. Ieder lob is samengesteld uit drie ~en 
2 9. 
de lamina gangl ion aris, de medulla externa en de medulla interna. 
Het deutocerebrum is u i twendig te onderscheiden door de aan-
wezigheid van de lobi olfactorii. Dorsaal van iedere lob ont-
springen de zenuwen van de antennen. 
Het tritocerebrum, dat bestaat uit 2 kleine lobben is met 
konnektieven aan het suboesofageaal ganglion verbonden. De nervi 
labralis en de 2 frontaa lko nnektieven ontspringen eveneens op het 
tritoc~r~ebrum . De frontaalkonnektieven verenigen zich in het fron-
taal ganglion. Vanaf dit gangl ion vertrekt de nervus recurrens die 
in het hypocerebraal gangl io n uitmondt. Frontaal en hypocerebraal 
ganglion behoren tot het sympathisch zenuwstelsel. 
Het eerste ganglion van de ventrale zenuwstreng is het suboe-
sofageaal ganglion. Dit gangl io n is samengesteld uit de versmel-
t in g van de mandibulaire, maxillaire en labiale segmenten. Typisch 
zijn de dr ie thoracale gangl ia , elk met vijf of zes zenuwen aan 
elke zijde die de spieren, de sensilla en de aanhangsels van de 
thorax bezenuwen. De abdominale ganglia zijn kleiner dan de thora-
cale en kunnen soms sterk versmolten zijn. 
De mo rfolo g ie der endocriene or ganen bij insekten is uitgebreid 
beschreven do or Cazal (I948). Deze van Calliphora ery'th roo ep.thala 
heeft Possompès (1953) zeer ged etailleer d beschreven. 
B . Delia brassicae 
Bij de Diptera en ook bij De lia brassicae Z1Jn proto-, deuto- en 
tritocerebrum uitwendig niet van elkaar te onderscheiden. Het deuto-
cerebrum kan men localiseren door na te gaan waar de zenuwen naar de 
antennen ontspringen. Het tritocerebrum kan men situeren door de ner-
V1 labralis en de frontaalkonnektieven op te zoeken. 
··--'Ret "··suboèsofageaa];~ ganglion is helemaal verg.roeid met het tri-
to c erebrum. Ventraal geeft dit ganglion ontstaan aan de cervikaal 
konnekt i ef dat verbonden is met het thoracaal ganglion (fig. I I) 
Thoracale en abdominale ganglia zijn vergroeid tot één thoraco-ab-
dominaal ganglion (fig. I 1). 
De ligging van de NSC in het pars-intercerebralis en 1n het tho-
r a co- a b domina a 1 gang 1 i on werd aangeduid me t de " in s i t u 11 k 1 e u r i n ,g 
volgens Dogra & Tandan (1964) (2, 2, 5) (fig. 12, 13, 14). Door op 
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d e z e w 1 J z e t e k 1 e u r en z i en we op f i g . . I I d . .a t d e MN:'S G u i t 2 g r o e ,ijl en 
bestaan, symmetr i sch gelegen t.o . v. de medio-dorsaal lijn van de 
hersenen. De methode van Dogra & Tandan werd nog maar door enkele 
onderzoekers met sukses toegepast o.a . door Gosbee & al (1968) bij 
de kakkerlak Periplaneta americana, door Gillott (1969) op de li-
., 
bel . Co~nagron angulatum en door Burgess (1971} .ep .de .. mug Culiseta 
inornat·a . 
De NSC en de verschillende gebieden van het hersenweefsel 
werden aangeduid op met PAF- en CHP gekleurde coupes van het hersen-
wee f se 1 ( f i g . I 5 , I 6 ) . De 1 o op van de axonen der MN SC werd aan-
getoond op fig. 17. 
De endocriene organen CC en CA zijn bij Delia brassicae, zo-
( 
als bij alle cyclorafe Di ptera in de prothorax gelegen (fig. I I ,18). 
Ze zijn ongepaard en liggen respektievelijk onder en boven de aorta . 
Het CA is dikwijls asymmetr i s c h gelegen, zoals bij Calliphora 
(M. Thomsen 1969 ) . Beiden z i jn verbonden door 2 nervi corporis al-
lati, één langs i eder zijde van de aorta. In het larve- en pop-
stadium en in de pas ontloken vlieg komen daar nog de thoracale 
klieren bij. Volgens M. ~homsen ( 1 969) zijn deze thoracale klieren 
b i j de volwassen vl i eg pas na 2-3 dagen verdwenen. Op fig. 19 
ziet men het CA met de thoracale klieren van een pas ontloken kool-
vlieg. Op fig. 20 ziet men alleen nog het CA bij oudere vliegen. 
Het CA, CC en t horacale klieren vormen samen rond de aorta een 
ringvorming komplex dat men de "We i smann-ring., noemt 
de cyclorafe Diptera !). Volgens E . Thomsen (1942) 
(alleen bij 
is bij Callip-
hora erythrocepha het CC gedeeltelijk vergroeid met het hypocere-
braal ganglion. Bij de koolvlieg is dit eveneens zo (fig. 21, 22). 
Dit komplex is verder met de hersenen verbonden via de nervus re-
currens (de "card i ac - recurrent nerve 11 volgens E. Thomsen, 1954). 
De nervi corporis cardiaci en 2, komende van de MNSC en de late-
rale NSC zijn versmolten met de nervus recurrens. Achter het hypo-
cerebraal ganglion vindt men 2 paar zenuwen: de nervi oesophagei, 
die de ductus ingluviei bezenuwen en de zenuwen van de aorta die ver-
der ~aa~ achter lopen langs weerszijden ervan (fig. 23, Normann & 
Duve, 1969). Het CC en het hypocerebraal ganglion liggen in de 
driehoek : oesofagus, aorta en proventriculus. 
L 
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HOOFDSTUK V 
HISTOLOGIE VAN DE NEUROSEKRETORISCHE CELLEN VAN DE HERSENEN 
5.I Inleiding 
5.I .I. Definitie NSC 
E. Scharrer (I962) noemt neurosekretorische cel niet al-
leen een cel met neurosekretorische granula ; zij mag geen sy-
napsen vormen met andere neuronen of effektororganen . Hun 
axonen eindigen op plaatsen waar het neurosekretorisch mate-
riaal aan het bloed kan afgegeven worden. 
Volgens Gabe (I966) zijn NSC elementen die de eigenschap-
pen van neuronen hebben en bovendien morfologische kenmerken 
vertonen van een klierenaktiviteit (intracellu l aire synthese 
en afgifte in de cel van een histologisch aantoonbaar sekreto-
risch produkt). 
Fletcher (I969) noemt neuronen NSC vanaf het ogenblik dat 
hij cytologisch kan aantonen dat er sekretie is. 
Volgens Jenkin (I970) heeft men door het gebruik van de 
elektronenmikroskoop cellen gevonden die de typische granula 
van NSC bevatten en die vroeger niet als neurosekretorisch 
herkend werden. De aanwezigheid van granula met een diameter 
0 
tussen de 500 en 3000 A is wellicht het beste kriterium om 
een neuron als neurosekretorisch te beschouwen. 
De voortdurende toename van kennis over nieuwe soorten 
NSC maakt het echter buitengewoon moeilijk om er een goede de-
finitie aan te geven. 
Gewoonlijk spreekt men van Gomcri - positieve en Gomcri -
negatieve cellen. De Gomcri - positieve NSC kleuren intens door 
kleuringen uitgevoerd volgens de oorspronkelijke formules van 
Gomcri a. chroomhematoxyline - phloxine (CHP) (Gomori I94I) 
b. paraldehyd-fuchsine (PAF) (Gomori I950) ; Gomcri - negatieve 
cellen worden gekleurd tijdens de tegenkleuring. 
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Nayar (1955) kleurde de NSe van de hernipteer Iphita 
limbata met eHP de cellen waarvan de cytoplasma-inhoud don-
ker blauw kleurde noemde hij "A - cellen 11 degene die rood 
kleurden noemde bij "B - cellen .. . Het paraldehyd-fuchsine 
echter bekwam hij geen selektieve kleuring. 
Highnam (1961) vermeldt ook nog e- enD cellen in het 
pars intercerebralis van de sprinkhBan Schistocerca gregaria. 
Johansson (1958) heeft eveneens 4 celtypen bij de wants 
Oncopeltus fasciatus (Dallas)bepaald de A - cellen die don-
ker purper kleurden met PAF en blauw-zwart met eHP de B -
cellen die groenachtig of blauw-groen kleurden met PAF en 
rood met eHP de e - cellen die purper kleurden met PAF en 
roodachtig met een purpere tint met eHP de D - cellen die 
purperachtig kleurden met PAF en licht blauw-zwart met eHP. 
Highnam en Johansson noemden de e- enD-cellen echter 
niet neurosekretorisch omdat er geen granula in hun axonen 
gevonden werden, en dit is juist een van de kriteria waaraan 
per definitie volgens B . Sharrer & E. Sharrer (1954) moet 
voldaan zijn om een cel neurosekretorisch te noemen. Volgens 
Highnam gelijken de D-cellen zeer goed op grote motorische 
neuronen die in dat gedeelte van de hersenen aanwezig zijn. 
Highnam vermeldt de e-en D-ce ll en omdat hun axonen samen met 
deze van de A- en B-cellen doorheen het hersenweefsel lopen 
wat laat veronderstellen dat de e - enD-cellen in verband 
staan met neurosekretie en hormonen. 
Hsiao & Fraenkel (1966) vermelden eve~eens 2 typen NSe 
bij de dipteer Phormia regina Me i gen : A - cellen waarvan de 
cytoplasmainsluitsels purper gekleurd wérden met PAF en donker 
blauw met eHP B - cellen met een groen gekleurd cytoplasma 
door PAF en rood door eHP. Volgens deze auteurs is PAF be-
trouwbaarder en gevoeliger dan eHP. Dit kwam vooral tot uiting 
bij pas ontloken vliegen . 
Fletcher (1969) heeft zich niet aan het vier- typen systeem 
bij de beoordeling van het neurosekretorisch systeem van de lar-
ve en de volwassen kever Blaps mucronata gehouden. Hij be-
schrijft 13 verschillende celtypen die een sekretorische aktivi-
teit vertonen. Hij vond bij de larve celtypen die niet meer 
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aanwezig waren bij het volwassen insekt. 
Schooneveld (1970) vermeldt 8 typen NSC 1n de hersenen 
en 1n het suboesofageaal ganglion van Leptinotarsa dece~lineata 
, Say. Om de mogelijkheid uit te sluiten dat sommige typen ver-
schillende stadia in de aktiviteitscyclus van één enkel NSC -
type zouden vertegenwoordigen heeft hij verschillende kleuringen 
uitgevoerd op Coloradokevers die zich in verschillende ontwik-
kelingsstadia bevonden. 
5.2. Paraldehyd-fuchsine kleuring van de verschillende typen NSC 
In 5.1.2. 1s beschreven hoe men te werk gaat bij het ty-
peren van een NSC. De PAF - of CHP - kleuring of beide samen 
werden gebruikt voor de typering van de NSC. Zoals reeds ver-
meld in 2, 4, b is de CHP- kleuring bij _nelia brassicae nooit 
geslaagd. Volgens de literatuur waren de resultaten van de 
PAF- en de CHP - kleuring bij andere insekten steeds in overeen-
stemming. Hierdoor dachten we onze naamgeving enkel op de PAF 
kleuring te mogen steunen. 
Om de typering zo goed mogelijk door te voeren, hebben we 
de hersenweefsels frontaal, dwars en sagittaal doorgesneden. 
De NSC die het meest gekleurd waren (donker purper) heb-
ben we "A 11 type-cellen genoemd. Ze zijn 12 à 17 f groot en 
peer- of ellipsvormig (fig. 24, 25, 26). 
Een tweede soort, eveneens purper gekleurd, .maar met fij-
ne sekretie-granulaties in het cytoplasma in tegenstelling met 
deze van de A - cellen, hebben we "A 1 11 type - cellen genoemd 
(12 à 19 f, ster- of ellipsvormig) (fig. 24, 27). 
Een derde soort, door de tegenkleuring groen of grijsgroen 
gekleurd, hebben we 11 B11 type-cellen genoemd (14 à 22 fJ~ rond of 
ellipsvormig) (fig. 25, 28). 
De metingen zijn uitgevoerd met het meetoculair 10 x K 
Wild op de M20 mikroskoop van WILD. 
Deze verschillende typen MNSC-cellen bij Delia brassicpe 
Z1Jn teruggevonden bij de 4 ontwikkelingsstadia beschreven in 
2. I. 4. Coupes van het hersenweefsel van de mannelijke vliegen 
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van het popstadium (enkele dagen voor het ontpoppen), van 
0-3 uur oud, van 2 tot 3 dagen oud en van 6 tot 7 dagen oud 
werden eveneens op dez~lfde manier gekleurd. We hebben nooit 
een verschil gezien met de MNSC van de wijfjes. 
Fletcher (I969) vond bij de k ~~ r Blaps mucronota even-
eens geen verschil tussen de NSC van de mannetjes en deze 
van de wijfjes . 
Opmerking : 
Bij wijfjes van dag 6-7 met volwassen eitjes die niet 
konden afgelegd worden door afwezigheid van kopulatie- en 
ovipositiemogelijkheid, is het ons opgevallen dat de helft der 
A-cellen zeer donker purie~ e . granulaties in het cytoplasma 
hadden. In het cytoplasma van de rest der A-cellen waren er 
minder donker purperegranulaties aanwezig terwijl de oranje 
kleur (chromotroop 2 R) van de tegenkleuring meer tot uiting 
kwam. 
Bij de B-cellen werd ongeveer hetzelfde verschijnsel 
waargenomen : het cytoplasma van ~e helft der cellen was bleek-
groen gekleurd terw ij l het bij de andere helft lichtjes bruin-
groen was gekleurd. 
De te 11 ing werd uitgevoerd op 5 f-coupe s. Hiervoor hebben 
we hersenweefsel genomen van de 4 hogervermelde stadia (2, I, 
4) die hiervoor hetzij frontaal hetzij dwars gesneden werden. 
Daar een NSC een maximale diameter van I7 à 22 f kan hebben 
werden telkens 3 opeenvolgende coupes vergeleken om te vermij-
den dat één NSC twee of drie maal zou geteld worden. 
Om de onderlinge vergelijking van de coupes te vergemak-
kelijken werd met behulp van een tekenspiegel een situatieschets 
gemaakt en hierop werd aangeduid welke cel voor de telling ~n 
aanmerking kwam (steunend op de variatie in kerndiameter). 
Het aantal MNSC bij de koolvlieg bedraagt ongeveer 34. 
Hiervan behoren er ongeveer 20 tot het A-type, 4 tot het AI-
type en IO tot het B-type. De 4 AI-type cellen liggen afz~n-
d e r 1 i j k en v en t r a a 1 t . o . v . d e a n d e r e MN SC ( f i g . I 2 ) . 
---···- .. 
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Volgende tabel geeft ter vergelijking het aantal MNSC bij 
enkele andere insekten. 
orde soort auteur(s) aantal MNSC 
Hornoptera Myzus persicae _ Johnson 1963 2 
Heteroptera Oncopeltus fascia- Johansson 1958 32 à 36 
tus 
Iphita lirnbata Nayar 1955 32 
Odonata Coenagrion angu- Gillott I 969 66 à 76 
laturn 
lcoleoptera Blaps rnucronata Fletcher 1969 48 à 52 
Leptinotarsa de- Schooneveld I 9 7 C 148 à 158 
cernlineata ,~ -
Hyrnenoptera Apis rnellifera 
(koningin) 
Herrrnann 1969 100 à 120 
!Diptera Aedes taeniorhyn- Lea 1967 
chus 
+ 20 
Phorrnia reg~na 
Drasophila fune-
bd. s & hydei 
Calliphora ery-
throcephala 
Hsiao & Fraenkel 20 à 32 
1966 
KÖpf 1957 24 à 36 
M. Thornsen 1954 26 à 37(1) 
Volgens Highnam (1961) kan het pars intercerebralis gebied 
van het protocerebrurn van een insekt een groot aantal klei-
ne of een klein aantal grote NSC bevatten. Volgens hem he-
staat er een konstante verhouding tussen het totaal volurne 
NSC en de lichaarnsgrootte. 
( I ) 2 6 à 3 7 MN SC hierin zijn de 10 "giant neurons,. begre-
pen die wij B-cellen genoemd hebben. 
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Laterale NSC zijn reeds - Ln het protocerebrum van veel 
insekten aangetoond (Hanstr~m 194D, Cazal 1948, Arvy and 
Gabe 1952, _Gabe 1954 en Wigglasworth 1964, Schooneveld 1970). 
Zij zijn in bijna alle insekten aanwezig, alhoewel 
M. Thomsen (1954) ze niet gevonden heeft bij enkele Hymenop-
tera. FÜller (1960) vond ze evenmin bij de kakkerlakken 
Blatta orient~lis en ~eriplaneta americana. 
E. Thomsen (1952) heeft 2 groepen laterale cellen ge-
vonden bij C~lliphdr~ ~rythrocephala ~ ; iedere groep bestond 
uit 3 cellen. Het wegnemen van deze cellen verhinderde de ei-
ontwikkeling in 10 van de 14 behandelde vliegen. 
Volgens Williams (1948). kan de diapauze van een zijde-
vlinder Hyalo~hora cecropia slechts doorbroken worden door 
implantatie van een hersenkompleks dat zowel de MNSC als de 
laterale cellen bevat. Van der Kloot heeft dit in 1960 be-
vestigd. 
Streng (1965) heeft aangetoond dat de aktiviteit van de 
CA bij de ~p.rinkhaan Schistocerca sp. geregeld wordt door tus-
senkomst van de laterale neurosekretorische celkompleksen. 
M. Thomsen (1965) bevestigt. de aanwezigheid van 2 groe-
pen van 3 laterale cellen bij Calliphors erythrocephala. 
Hiervan liggen er 2 juist onder het perineurium, terwijl de 
derde cel dieper tussen de zenuwcellen gelegen 1s. Ze zijn 
duidelijk phloxinofiel (meer donkerrood dan_ de omgevende 
zenuwcellen) met een CHP-kleuring. Door een PAF-kleuring 
worden deze cellen oranje of groen gekleurd. Volgens 
M. Thomsen is er een zeer fijne granulatie te zien in het cy-
toplasma van deze cellen. Deze is echter nie-t- zo duidelijk 
als bij de MNSC. Deze laterale celle-n . -bij _ CaLliphors ery-
t h r o c e p ha 1 a z i j n on r e ge 1 ma ti g v a n v o rlll en _ ver t o n.e n d ik w i j 1 s 
I of 2 uitlopers. De axonen zelf heeft hij niet kunnen on-
derscheiden. 
~ 
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Volgens Fletcher (1969) komen er bij Blaps mucronata 
eveneens 2 groepen laterale cellen voor in het dorsaal ge-
bied buiten het pars intercerebralis. Ieder groep bestaat 
uit 7 tot 12 cellen en deze zijn dan nog van 2 verschillende 
typen. Het aantal van de ene zijde kan volgens Fletcher 
verschillend zijn van die van de andere zijde. 
Bij Leptinotarsa decemlineata (Schooneveld 1970) komen 
er ook 2 typen laterale (L) cellen voor. Hun aantal kan erg 
schommelen : van 5 tot 25 langs zijde. 
Crosswhite & Medler (1 .966) vonden geen laterale cellen 
• :' .. ~ • -4,• 
bij Bombus fervidus Fabricius. Van der Kloot had hierover 
reeds in 1960 geschreven dat bij de hoger geëvolueerde in-
sekten (vliegen en bijen) het gebied van de laterale cellen 
met dit van de MNSC versmolten was en hierdoor de MNSC en de 
laterale NSC niet meer afzonderlijk te onderscheiden waren. 
5.2.2.2. ~~~~~~~~~=~ij=~~=~~~1~1i~~ 
De laterale NSC bij Delia brassicae behoren tot het 
B-type. Na een PAF-kleuring is het cytoplasma groen gekleurd. 
Een zeer fijne granulatie is zichtbaar. Zij zijn 14 à 16 f 
groot en ellipsoÏdaal, soms met I of 2 konische uitlopers 
(fig. 30). 
Het aantal laterale NSC bij de koolvlieg bedraagt zes. 
Langs beide zijden van de MNSC liggen er telkens drie, waar-
van er altijd twee samen voorkomen. De derde ligt meer naar 
het neuropyleem toe. Ligging : ZLe fig. 29. Ze worden ge-
makkelijkst teruggevonden in coupes van frontaal gesneden 
hersenen. 
M. Thomsen (1965) vermeldt de aanwezigheid van - ( 2) 
cellen aan de basis van iedere ooglob bij Calliphora erythro-
cephala. 
Hsiao & Fraenkel (1966) stellen 2 groepen van drie 
A-cellen vast aan de voorste grens van de hersenen naa~ ~ 
lobus opticus bij Phormia regina. 
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Zowel bij de mannelijke als bij de vrouwelijke pop 
liggen er buiten de MNSC en de laterale NSC_ een groot aan-
tal NSC in het hersenweefse-l (fig .. 31, 32_). Een zeer groot 
aantal is gelegen aan de lobus opticus (grenzend aan de 
medulla interna anterior). Bij de volwassen vlieg werden 
er daarentegen soms 2 of 3 cellen teruggevonden. 
De cellen zijn van het B-type. Ze zijn grijs-groen 
gekleurd in tegenstelling met de laterale cellen die groen 
gekleurd Z1Jn . Ze zijn 10 à 17 f groot en ellipsoÏdaal 
(fig. 33). Aan ieder zijde liggen er ongeveer 60 NSC. 
Alleen M. Thomsen (1965) enHsi'a o & Fraenkel (1966) heb-
ben reeds NSC in het suboesofageaal ganglion van Diptera op-
gemerkt. M. Thomsen vermeldt 2 A-cellen bij Calliphora 
erythrocephala. Hsiao & Fraenkel beschrijven 6 NSC, waarvan 
2 A-cellen en 4 B-cellen bij Phormia regina. 
Aan deze cellen werd niet veel aandacht besteed omdat het 
suboesofageaal ganglion tot de ventrale ganglia gerekend wordt. 
Wegens de speciale struktuur (vergroeiing met het tritocere-
brum) bij de Diptera werd dit ganglion samen met het hersen-
weefsel onderzocht. 
De cellen zijn van het B-type. Ze zijn groen gekleurd. 
Ze meten 17 à 26pen Z1Jn rond of ellipsoÏdaal (fig. 34, 35). 
Hun aantal bedraagt 4 (2 groepen van 2 cellen langs de zij-
kanten van het neuropyleem van het ganglion gelegen). Een paar 
maal werden meer ventraal 2 afzonderlijk gelegen cellen op-
gemerkt. 
5.3. Chroom - hematoxyline - phloxine kleuring 
Zoals reeds hoger beschreven 2, 4 b gaf deze kleurmethodQ 
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nooit het verwachte resultaat. De blauwkleuring van sekretie-
produkten ~n de NSC (evenals andere elementen van het weefsel 
zoals basale membranen) was zeer zwak of trad helemaal niet op. 
Hierdoor was de phloxine-kleuring dan telkens te overheersend 
waardoor deze kleuring dan waardeloos werd voor het gestelde doel. 
Opmerking deze kleuring deed de kleinste details van het her-
senweefsel buitengewoon goed uitkomen, zodat dit een 
goede overziehtskleuring gaf. 
5.4. Alcian - blauwkleuring 
Door Lev & Spieer (1964) werd vastgesteld dat sulfaatgroepen 
met alcian blauw bij lage pH gekleurd worden. Zij hebben ver-
der opgemerkt dat alle zure mucopolyssachariden (zowel de car-
boxyl- als de sulfaathoudende mucosubstanties) gekleurd worden bij 
een pH= 2,5 en dat alleen de sulfaathoudende-bestanddelen kleu-
ren met alcian-blauw bij een pH= I of pH= 0,5. 
Alcian-blauwkleuring, uitgevoerd volgens Lev en Spicer, 
kleurt het neurosekreet niet. Het bevat dus geen zure mucopoly-
sacchariden. Als de coupes echter eerst geoxydeerd worden met 
KMno 4 , wordt het neurosekreet (vooral in de A-cellen) zeer dui-
delijk blauw gekleurd (fig. 36) . De kleurreaktie gaat op zowel 
bij pH 2,5 
-so 4 
pH I ,0 en pH 0,5. Dit betekent dat sterk zure 
groepen verantwoordelijk zijn voor de reaktie. 
Men kan dus besluiten dat KMno 4 behandeling deze sulfaat of sul-
fenzure groepen doen ontstaan heeft uit cysteine en cystine, 
aminozuren die ingebouwd zitten in de eiwitketens in het neuro-
sekreet. Onrechtstreeks werd dus bewezen dat vooral het neuro-
sekreet in de A-cellen rijk is aan -s-s- bruggen en (of) -SH 
groepen. 
5.5. Fluorescentie 
Schiebler (1958) en Adam (1960) hebben voor het eerst ge-
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wezen op de metachromatische reaktie van geoxydeerd neurose-
kreet met pseudoisocyanine •. Deze methode werd door Sterba 
(1961 a, b) aangepast voor de fluorescentiernikroskoop. 
Het neurosekreet dat bij vertebraten en insekten Gornori-
positief reageert in histologische coupes, geeft na oxydatie 
met N, N' - diethylpseudoisocyaninchloride, een metachromatische 
reaktie. In de fluorescentiemikroskoop geeft deze metachroma-
tische pseudoisocyanine een sterke, gele secundaire fluorescen-
tie, waardoor de kleinste hoeveelheden neurosekretorisch mate-
riaal te zien zijn. Om deze laatste reden heeft Zirnrnerrnan 
(1967 a, b, 1970) deze methode gebruikt om de struktuur en de 
regeneratie mogelijkheden van het neurosekretorisch systeem 
van de regenworm Lurnbricus terrestris te bestuderen. 
De reaktie berust volgens Sterba (1964) op de polymerisa-
tie van rnonornere pseudoisocyanine in aanwezigheid van dicht bij 
0 
elkaar gelegen (4 - 5 A) zure groepen, overwegend so 3 H-groepen. 
Deze so 3 H groepen ontstaan niet all~en door oxydatie van cystine 
naar cysteine zuur of van cysteine naar cysteine zuur. Er zijn 
waarschijnlijk altijd SO H groepen aanwezig, maar niet in vol-
3 
doende mate om een duidelijke fluorescentie te verkrijgen en 
hierom doet men deze sterk zure groepen secundair ontstaan door 
oxydatie van proteÏnegebonden cystine en cysteine. 
Met de methode van Sterba (1961, b) gaven de A-cellen 
(Gornori-positieve) een zeer sterk gele fluorescentie (fig. 37) 
evenals het neurosekretorisch materiaal in de axonen waardoor hun 
loop ~n de hersenen zeer goed te volgen was (fig. 17, 38). 
De oesofagus gaf eveneens een fluorescentie (fig. 17). B-
cellen (Gornori-negatieve) en de rest van het weefsel waren oran-
je-rood tot donkerrood gekleurd. 
Sterba & Hoheisel (1964) verkregen bij de vlieg Lucilia 
caesar belijkaardige resultaten. 
5.6. Samenvatting 
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In onderstaande tabel worden de resultaten weergegeven van 
de PAF-kleuring van NSC in het hersenweefsel en het suboesofa-
geaal ganglion. 
_" 
Type PAF - kleuring Vorm ~fmetingen Aantal 
MNSC A donker purper peer- of el- 1 2 - 1 7 f + 20 -lipsvormig 
Al purper (fijne ster- of el- 1 2 - 1 9 r 4 granulaties) lipsvormig 
B groen of grijs- rond- of el- 1 4 - 22 r 10 groen lipsvormig 
iLate-
rale B groen ellipsvormig 14 - 1 6 ? 6 ~se 
NSC aan 
lobus 
opt i cus B grijs-groen ellipsvormig 1 0 - 1 7 f + 120 -1n pop-
stadium 
I 
NSC in 
sub oe-
sofage- B groen rond- of el- 1 7 - 26 f 4 (+ 2?) aal lipsvormig 
gangli-
on 
' 
Alcian-blauwkleuring heeft aangetoond dat de A-cellen geen 
zure mucopolysacchariden bevatten. Het neurosekreet in de A-cel-
len is echter wel rijk aan -S-S-bruggen en (of) -SR groepen. 
Met de fluorescentie-methode hebben we uiterst kleine hoe-
veelheden neurosekreet in de axonen kunnen aantonen. 
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HOOFDSTUK VI 
ELEKTRONENMIKROSKOPISCH ONDERZOEK VAN DE MNSC 
VAN DE HERSENEN BIJ DE KOOLVLIEG 
6.1. Literatuurgegevens 
De eerste publikaties over de ultrastruktuur van NSC uit de 
hersenen van insekten zijn verschenen rond 1960. Volgende auteurs 
hebben de ultrastruktuur van NSC bij insekten beschreven : 
- Nishiitsutsuji - Uwo (1960, 1961) bij rupsen van de vlinders 
Bornbyx sp. en Philosarnia sp. 
- Bern, Nishioka & Hagadorn (1961) bij de kakkerlak Periplaneta 
arnericana. 
- Stiennon & Drochrnans (1961) bij 2 phasrniden. 
- Willey & Chaprnan (1962) bij de kakkerlak Blaberus carniifer. 
Vanaf die periode zijn regelrnatig werken verschenen over de 
ultrastruktuur van NSC in de hersenen van insekten. Het meest in-
teressante voor ons werk was dit van Bloch & al. (1966) over de 
MNSC bij Calliphora erythrocephala. Het feit dat reeds zeer veel 
bekend was over de funktie van de MNSC bij Calliphora erythrocep-
hala (1) belette Bloch & al. niet om bij dit insekt een gedetail-
leerd cytologisch onderzoek over de MNSC uit te voeren. 
Bloch & al. vonden een grote overeenkomst tussen, enerzijds 
de hoeveelheid neurosekretorisch materiaal zichtbaar in de leven-
de NSC en 1n gekleurde preparaten en anderzijds het aantal granula 
zichtbaar 1n de NSC door elektronenrnikroskopisch onderzoek. 
Bij Calliphora erythrocephala vonden zij 2 typen MNSC : MNC 
0 
I met granula diameter van + 2000 à 3000 A en MNC II met granula 
~ 
diameter van + 1000 à 1500 A. Bloch & al. zijn de eersten geweest 
om met zekerheid te beweren dat een bepaalde MNSC die zij met de 
(1): Thomsen (1948, 1952) belangrijke rol bij de regulatie van 
de eiontwikkeling ; Thornsen (1956) : groei van de oenocyten 
Thornsen & M\ller (1959, 1960, 1963) : de produktie van pro~ 
teelytische enzymen door de cellen van de rniddendarrn. 
elektronenmikroskoop (EM) 
paalde MNSC die zij met de 
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onderzochten overeenkwam met een be-
lichtmikroskoop zagen. Volgens hen 
was dit te danken aan het veelvuldig onderzoek dat zij met le-
vende cellen gedaan hebben (Thomsen E & M, 1954). M. Thomsen 
dacht in 1965 dat de kleinste granula zichtbaar na paraldehyd-
fuchsine kleuring 1n coupes de grootste granula konden voorstel-
len. De granula in gekleurde coupes te zien met de lichtmikros-
koop zijn in werkel i jkheid aggregaten waarin de elementaire gra-
nula niet kunnen onders c heiden worden. 
Het Galgi-systeem dat de sekreet-granula vormt bestaat uit 
een aantal dicht b i j elkaar gelegen agranulaire cisternae, waar-
van de profielen nogal kunnen verschillen naargelang de richting 
waarin ze doorgesneden werden. De meest karakteristieke zijn 
deze waarbij de cisternae er als dubbele, evenwijdig lopende, 
vlakke of gewelfde membranen uitzien, een smalle intercisternale 
ruimte omsluitend . 
Bloch & al . kennen een belangrijk aandeel toe aan het Galgi-
systeem voor de vorming van neurosekretorische granula, die af-
gesnoerd worden aan de c isternae en omgeven door een membraan af-
komstig van de agranulaire Golgi cisternae. Zij hebben echter 
geen elektronendicht materiaal gezien in het tubulair gedeelte van 
de cisternae bij Calliph p ra erythrocephala. De Galgi-systemen bij 
vliegen in een jong stadium schenen meer ontwikkeld te zijn dan 
deze van oude met suiker gevoede vliegen zodat door eerstgenoemde 
meer granula gevormd werden dan door laatstgenoemde. Dit kwam 
goed overeen met de resultaten van Lea & E. Thomsen (1962) bekomen 
met lichtmikroskop i sche studies over de hogere synthese mogelijk-
heden van de MNSC bij jonge met suiker gevoede vliegen en met vlees 
gevoede vliegen i n vergel i jking met deze van oude met suiker gevoe-
de vl i egen. 
In MNC I die zeer veel elementaire granula produceren liggen 
deze echter zeer verspreid, wat zou wijzen op een vlugge afgifte 
van granula. In tegenstelling hiermee zijn de MNC I van oude met 
suiker gevoede vliegen volgepropt met elementaire granula, wat er 
op wijst dat de granula opgeslagen worden. Deze bevindingen onder-
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steunden de interpretatie naar voor gebracht door E. Scharrer & 
Brown (1961) bij de regenworm Lumbricus terrestris en door Bern 
& al . (1961) bij een bloedzuiger Theromyson sp., dat NSC die vol-
gepropt zitten met elementaire granula en waarvan het Goigi-sy-
steem zeer gereduceerd is, waarschijnlijk in een fase verkeren 
waarin de granula opgeslagen worden. 
Het ruw endeplasmatisch reticulum (RER) van MNC I bij jonge 
met suiker gevoede vliegen en met~vlees gevoede vliegen is goed 
ontwikkeld en vormt cisternae tussen de groepen elementaire gra-
nula. Bij minder aktieve cellen van oude met suiker gevoede 
vliegen komt het endeplasmatisch reticulum (ER) bijna niet voor 
in de middenste zone van het cytoplasma dat volgepropt zit met 
elementaire granula waartussen massa's vrije ribosomen liggen. 
De meest aanvaardbare verklaring voor deze waarnemingen is een 
stijgende desintegratie van het ER naarmate het sekretorisch ma-
teriaal zich meer en meer ophoopt; membranen zijn immers dynamische 
strukturen die kunnen worden afgebroken en opgebouwd (E. Scharrer 
& Brown, 1961). Willey & Chapman (1962) hebben bij Blaberus sp. 
ook een periodische desintegratie en rekonstruktie van ER gezien 
~n korrelatie met fasen in de vervellingscyclus. 
De "giant neurons 11 bij Calliphora erythrocephala zijn cellen 
met een hoge metabolische aktiviteit. Ze bevatten granula (500 -
0 
700 A) die ogenschijnlijk ook door het Galgi-systeem afgescheiden 
worden. Volgens Bloch & al. is het aantal granula echter te klein 
om deze cellen neurosekretor i s c h te noemen. 
Monneron & Bernard (1966) hebben met pronase o.a. de eiwit-
achtige natuur van sekretie granula in NSC van de voor- hypofyse 
van een jonge vrouwelijke rat kunnen aantonen. Het weefsel was 
dubbel gefixeerd en ingebed in Epon. Hiermee hadden ze eveneens 
aangetoond dat het mogelijk was om na Os0 4 - fixatie en inbedding 
in Epon een pronase-reaktie met sukses uit te voeren. Volgens 
Aldridge & Watsen (1963) en Yotsuyanagi & Guerrier (1965) kon men 
met deze reaktie alleen resultaat verkrijgen op voorwaarde dat 
men ofwel gedurende zeer korte tijd gefixeerd had met een alde~ 
hyde ofwel met kaliumpermanganaat 5% (voor plantaardig materiaal). 
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In dit laatste geval had men een zeer lange verteringstijd (7 i 
24 uur) nodig. 
Om polysacchariden aan te tonen gebruikte Thiéry (1967) 
thiosemicarbzide of thiocarbohydrazide. Deze scheikundige stof-
fen reageren met de aldhyd-groepen die ontstaan in de polysaccha-
riden na perjoodzuur-behandeling. De thio-groepen worden zicht-
baar gemaakt met osmiumtetroxide-dampen of zilverzouten. Thiéry 
bekomt een kontrastrijk beeld met zilverproteÏnaat. Op deze ma-
nier worden neutrale en zure eenvoudige (niet komplexe) polysaccha-
riden, mucopolysacchariden en mucoproteÏnen aangetoond. King & 
Aggarwal (1965), Noirot & al. (1967) en Rosa & Johnson (1967) heb-
ben deze methode reeds met sukses · toegepast. 
6.2. Onderzoek bij de koolvlieg 
Gedurende heel het elektronenmikroskopisch onderzoek hebben 
we het verband gelegd tussen de NSC die we met de lichtmikroskoop 
konden waarnemen en de NSC die we met de elektronenmikroskoop 
vaststelden. De typering van de NSC in het histologisch onder-
zoek kan volledig behouden worden voor hetgeen we elektronenmikros-
kopisch gezien hebben en daarom zullen we de NSC A-, A 1-, en B-cel-
len blijven noemen. De indeling bij elektronenmikroskopisch onder-
zoek is gesteund op de grootte van de diameter van de elementaire 
granula. Cassier & Fain-Maurel (1970 a-b) hebben zich ook ge-
steund op de elektronendichtheid van de granula maar naar onze me-
ning is dit een kriterium dat moeilijker te hanteren is omdat de 
beoordeling van de graad van elektronendichtheid te subjektief ge-
beurt. 
De A-cellen van poppen en pas ontloken vliegen bevatten 
reeds verspreide groepen neurosekretorische granula (fig. 40, 41, 
4 2) • De granula zijn bolvormig en hebben een diameter van onge-
o 
veer 1000 i 2500 A (fig. 43). Er is een lichte stijging in het 
aantal granula te zien naarmate de vlieg ouder wordt (fig. 44). 
Vanaf het ogenblik dat eitjes afgelegd worden blijft dit aantal 
ongeveer konstant. In de graad van elektronendichtheid is wei-
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n~g verschil te merken tussen de verschillende granula in de-
zelfde cel. In de A-cellen verandert de graad van elektronen -
dichtheid ook niet vanaf het popstadium tot het ogenblik dat 
rijpe eitjes afgelegd worden. 
Het ER is meest uitgebreid ~n de marginale zone van de cel. 
Het is RER waarop de ribosomen zeer duidelijk te zien zijn 
(fig. 45). In het popstadium kunnen soms tot 8 paren naast el-
kaar gelegen lamellen gevonden worden (fig. 45). Gewoonlijk 
liggen er geen neurosekretorische granula tussen het ER in de 
marginale zone (fig. 45). Dieper in het perikaryen ligt het ER 
niet meer zo gelijnd, hoogstens 2 of 3 lamellen liggen nog ge-
deeltelijk naast elkaar (fig. 46). Gewoonlijk vindt men slechts 
korte cisternae van het ER tussen de neurosekretorische granu-
la (fig. 43). Hoe meer granula aanwezig, hoe minder ER voor-
komt (fig. 47). Ribosomen kunnen vrij in de cytoplasmatische 
matrix voorkomen, vooral in een zone rond de nucleus waar het 
ER weinig ontwikkeld is en waar de neurosekretorische granula 
ook niet voorkomen (fig. 43, 47). 
Mitochondriën komen dikwijls gegroepeerd voor (fig. 43). 
Galgi-systemen (fig. 42) worden in de A-cellen van wijfjes 
van 0 tot 3 uur oud in groot aantal aangetroffen. 
eens ongeveer 20 Galgi-systemen per coupe geteld. 
Zo werden 
Ze zijn van 
bijzonder belang voor de vorming van de neurosekreto rl sche granu-
la en zullen afzonderlijk behandeld worden in 6, 2, 4. 
Zoals algemeen voorkomt in het dieren- en plantenrijk ~s 
de celkern omgeven door een dubbel membraan voorzien van poriën 
(fig. 40, 41). Vermits het dubbel kernmembraan gevormd is uit 
endeplasmatisch - reticulummembranen is het normaal dat riboso-
men ook op het buitenste kernmembraan voorkomen (fig. 43, 47). 
De kerninhoud bevat diffuse chromatine- partikeltjes (fig. 47). 
De nucleolus is tamelijk groot, rond of ovaal en vrij elektronen-
dicht (fig. 40). 
A-cellen zijn te vergelijken met de MNC I-cellen of het 
macrogranulaire type van Bloch & al. bij Calliphora erythrocep-
hala. 
47. 
De A - cellen verschillen van de A-cellen door de af-I o 
metingen van de neurosekretorische granula, die 600 à 1400 A 
bedragen (fig. 49). Bij volwassen vliegen is het aantal gra-
nula kleiner dan bij poppen (fig. 48, fig. 50). Bij poppen 
en jonge vliegen liggen de granula meer verspreid dan bij vol-
wassen vliegen waar ze meer in afzonderlijke groepjes te vin-
den zijn (fig. 51). 
In de A
1
- cellen liggen geen evenwijdig lopende cister-
nae van het ER in het cytoplasma ; het ER bestaat uit korte 
cisternae verspreid in het cytoplasma (fig. 53, 54). 
De Golgi-systemen Z1Jn in groot aantal aanwezig en kunnen 
bij volwassen vliegen grote afmetingen aannemen (fig. 52, 53). 
Opmerkenswaardig is ook het groot aantal mitochondriën en hun 
grote afmetingen bij de pop (fig. 51, 52, 53). 
De A 1 - cellen zijn te vergelijken met de MNC !I-cellen 
of het microgranulaire type van Bloch & al. bij Calliphora 
erythrocephala. 
De neurosekretorische granula komen in uiterst klein aan-
tal voor . Ze liggen gegroepeerd en hebben een diameter van 
0 
400 à 1000 A. Gewoonlijk treft men ook enkele granula van on-
0 
geveer 2000 A aan (fig. 55, 56, 57). 
Zoals bij de A 1 - cellen is het RER allesbehalve uitge-
breid. Slechts sporadisch vindt men nog een membraan van het 
ER (fig. 55, 56). 
Golgi-systemen komen zeer veel voor. Ze zijn gewoonlijk 
m1n of meer gebogen en Z1Jn samengesteld uit een aantal smalle 
agranulaire cisternae (fig. 55, 57). Instulpingen van de cel-
membranen komen regelmatig voor bij de B-cellen (fig. 55). Vol ~ 
gens Smith & Treherne (1963) treft men deze instulpingen ge-
woonlijk aan bij grote zenuwcellen en niet bij kleine. 
De B-cellen zijn te vergelijken met de "giant neurons 11 van 
Bloch & al. bij Calliphora erythrocephala. 
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De Galgi-systemen vertonen een typisch beeld ~n het cyto-
plasma. Zij zijn samengesteld uit een aantal dicht bij elkaar 
gelegen cisternae,waarvan het uizicht zeer verschillend kan zijn 
naargelang de richting waarin ze doorgesneden werden. Het meest 
karakteristiek beeld heeft men als de cisternae zich voordoen 
als dubbele, evenwijdig lopende, vlakke of gewelfde membranen 
die een smalle intercisternale ruimte omsluiten (fig. 58, 59). 
Als de Galgi-systemen in een andere richting doorgesneden wer-
den, zien ze er uit als een rij smalle ringen (fig. 48, 55). 
Het verband tussen Golgi-systeem en neurosekretorische gra-
nula werd door volgende auteurs beschreven (E. Scharrer & Brown, 
I 9 6 I Bern & a 1. , I 9 6 I Bern, 1962 Hagadorm & al., 1963) 
E. Scharrer & Brown (1961) hebben aangetoond dat de neurosekre-
torische granula zonder twijfel aan de uiteinden van de Golgi-
cisternae afgesnoerd worden in de NSC bij Lumbricus terrestris. 
Terzelfdertijd toonden zij aan dat het membraan rond de granula 
afkomstig is van het Golgi-membraan. Bij de koolvlieg hebben 
wij kunnen vaststellen dat elektronendicht materiaal in het 
sferisch gedeelte aan de uiteinden van de cisternae verzameld 
wordt om dan afgesnoerd te worden als een in een membraan inge-
sloten granulum (fig . 60). Zoals Scharrer & Brown (1961) en 
Normann (1965) hebben we elektronendicht materiaal kunnen aan-
tonen in het tubulair gedeelte van de cisternae (fig. 60). 
6.2.5. ~~E~~!~Ei~~!i~-~~~-~~-~~~E~~~~E~!~Ei~~~~-&E~~~!~-~~~-~~-~-~~ 
A - cellen 
-1---------
Het hersenweefsel van de koolvlieg was dubbel gefixeerd 
en ingebed in ERL dat een epoxy-hars is zoals Epon. De werk-
W~Jze wordt beschreven in 2, 3, 6, I. Zoals op fig. 61 te 
zien, werd een positieve reaktie verkregen bij de A-cellen. 
De granula z~Jn ongeveer geheel of gedeeltelijk verteerd door 
het proteolytisch enzym pronase. Hiermee wordt dus de ei-
witachtige aard van de neurosekretorische granula aangetoond. 
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De granula van A -cellen van hetzelfde hersenweefsel als de 
I 
hierboven vermelde A-cellen worden slechts weinig verteerd 
door het enzym (fig. 62). Dit wijst op een andere samenstel-
ling van de granula van A 1-cellen. Vermoed wordt dat mucopoly-
sacchariden tot de mogelijke komponenten zouden behoren (zie 
6, 2, 5, 2). 
De werkwijze volgens Thiéry (1967) die wij gebruikt heb-
ben wordt vermeld in 2, 3, 6, 2. Thiosemicarbazide-behande-
ling gedurende I, 2 of 3 dagen geeft een positieve reaktie 
zowel bij de A- als bij de A 1-cellen (fig. 63, fig. 64). Tus-
sen de A en A 1-cellen is geen verschil in reaktie waargenomen. 
Soms is er een duidelijke koncentratie van zilverproteinaat in 
de membranen van de neurosekretorische granula (fig. 63), wat 
wijst op een hogere koncentratie van mucopolysacchariden, waar-
schijnlijk gekomplexeerd met proteÏnen. 
Thiosemicarbazide-behandeling gedurende 30 minuten geeft 
slechts een zwakke reaktie (fig. 65, 66). Met deze methode 
werd dus aangetoond dat de granula in A- en A 1-cellen bij de 
koolvlieg ofwel niet komplekse polysacchariden ofwel mucopoly-
sacchariden bevatten. Met de alcian-blauw-kleuring (5,4) werd 
reeds aangetoond dat deze polysacchariden geen zure groepen be-
vatten. 
6.3. Samenvatting 
In het elektronenmikroskopisch onderzoek van de MNSC bij de 
koolvlieg werden volgende kenmerken bij 
gemerkt 
de A- A - en B-cellen op-
' I 
A-cel gekenmerkt door aanwezigheid van bolvormige granula met een 
0 
diameter die schommelt tussen de 1000 en 2500 A. 
Het ER is vooral bij poppen of jonge vliegen zeer goed ont-
wikkeld in de marginale zone van de NSC. 
Galgi-systemen worden in groot aantal aangetroffen bij wijf-
jes van 0 tot 3 uur oud. 
B-cel 
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gekenmerkt door de aanwezigheid van granula met een 
0 
diameter die schommelt tussen de 600 en 1400 A. 
Het ER is te zien als korte cisternae verspreid ~n het 
cytoplasma. 
De grote afmetingen van de Galgi-systemen bij volwas-
sen vliegen en deze van de mitochondriën bij poppen 
zijn opvallend en W~Jzen op een hoog metabolisme. 
gekenmerkt door zeer m~n~eme hoeveelheden gegroepeerde 
granula met een diameter die schommelt tussen de 400 en 
0 
1000 A ; hiertussen treft men soms enkele granula met 
0 
een diameter van 2000 A aan. 
Het ER is slechts sporadisch te zien. 
Het aantal Galgi-systemen is groot. 
Instulpingen van het celmembraan komen regelmatig voor. 
Bij de koolvlieg werd een akkumulatie van elektronendicht 
materiaal in het tubulair gedeelte van de cisternae van het Gol-
gi-systeem waargenomen, alsook de afsnoering van granula aan de 
uiteinden van de cisternae. 
Met een pronase-behandeling toont men de eiwitachtige aard 
van de neurosekretorische granula aan. De aanwezigheid van niet 
komplekse polysacchariden, ofwel mucopolysacchariden, waarschijn-
lijk gekomplexeerd met proteÏnen, wordt met behulp van de thio-
semicarbazide-zilverproteinaat-reaktie duidelijk gemaakt. 
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DISKUSSIE 
Voor het vaststellen van de fysiologische ouderdom bij wijfjes 
van insekten blijkt de beoordeling van de ontwikkelingsgraad van de 
ovaria een betrouwbare parameter te zijn. De methode van Highnam 
(1961, 1962), Mordue (1965 a, b) en Lea (1967) bestaande in het meten 
van de lengte van de terminale oÖcyt vraagt meer tijd en geeft geen 
b e t r o uw b a ar de re r e s u 1 t a t en . 
De meeste auteurs gebruiken Bouin als fixatiemiddel, maar het 
uitspoelen van picrinezuur duurt vrij lang. Te veel picrinezuur in 
het weefsel geeft geen duidelijke blauwkleuring met PAF. Susa wordt 
als het beste fixatiemiddel voor het histologisch onderzoek van de 
koolvlieg en voor de PAF-kleuring bevonden. Alleen Schooneveld (1970) 
verkiest Susa als het best passend fixatief voor de Coloradokever. 
Susa is ook bruikbaar als fixatiemiddel voor de fluorescentiemikroskopie 
omdat het formol bevat, dat een noodzakelijke komponent is voor het 
fixatief om fluorescentie te verkrijgen. 
Om de groene kleur in het weefsel te krijgen tijdens de tegen-
kleuring volgens Halmi, wordt de oorspronkelijke methode licht gemodi-
fieerd. Een tweede kleuroplossing wordt gemaakt (identisch aan de voor-
geschreven oplossing), maar de hoeveelheid light-green kleurstof wordt 
4 maal zo hoog genomen. Bij de Coloradokever (mondelinge mededeling 
Schooneveld), wordt dit eveneens zo uitgevoerd, maar met een voorafgaan-
de inwerking van een beitsmiddel. Dit schijnt evenwel niet nodig bij de 
koolvlieg. 
Merkwaardig ~s het negatief resultaat bij de koolvlieg met de CliP-
kleuring. Tot nu toe zijn we er nog niet in geslaagd de oorzaak van 
dit falen op te sporen. Het is echter vrij algemeen gekend dat bepaal-
de kleuringen automatisch geen resultaten geven bij alle insekten. Voor-
beelden hiervan zijn het falen van de PAF-kleuring bij Iphita limbata 
(Nayar, 1955), terwijl dezelfde kleuring bij Hydrous piceus het neura-
sekreet kleurt, hoewel het nog phoxinofiel is (De Lerma, 1956). 
Met de in situ kleuring van de hersenen is het mogelijk twee groe-
pen MNSC te onderscheiden die symmetrisch gelegen zijn t.o.v. de medio-
~orsaal lijn. Met de klassieke histologische methoden (fixeren, inble.d-
den, snijden, kleuren) is dit nooit duidelijk zichtbaar. Dit is wa~r-
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~chijnlijk de verklaring voor het feit dat men gewoonlijk spreekt van 
pe aanwezigheid in het pars intercerebralis van 2 groepen NSC die ver-
smolten zijn. Met de in situ methode kan men tevens de ligging van 
de A 1-cellen situeren, tevens steunend op de ligging van deze NSC in 
coupes. Op te merken valt dat deze methode niet veel toepassing kent 
alhoewel ze zeer geschikt is om de ligging van de NSC in de hersenen 
zonder het maken van coupes, te bepalen. 
Bij ons weten, is in onze studie voor de eerste maal met succes 
ERL als i nbeddingsmedium voor elektronenmikroskopisch onderzoek van 
het hersenweefsel van insekten gebruikt. ERL kan in sommige weefsels 
niet polymeriseren. Dit is bijvoorbeeld het geval voor dooier bevat-
tende oÖcyten van de Coloradokever; met Epon wordt de dooier wel goed 
ingebed (mondelinge mededeling De Loof). De 2 grote voordelen van 
ERL ZlJn de gemakkelijke hanteerbaarheid en de mogelijkheid om heel 
het pars intercerebralis in één coupe te snijden. Een nadeel is ech-
ter de noodzakelijkheid om de klassieke dubbelkleuring uranylacetaat -
loodcitraat te vervangen. Hiervoor hebben we een nieuwe dubbelkleuring 
met kaliumpermanganaat en loodcitraat op punt gesteld. Deze kleuring 
geeft een goed kontras t en vraagt een veel kortere kleuringstijd. De 
uranylacetaat - loodcitraat kleuring duurt ongeveer één uur, terwijl 
8 minuten volstaan voor de nieuwe methode. Hierdoor wordt het risico, 
een ongewenste neerslag van loodcarbonaat tijdens de kleuring te krij-
gen, ook veel kleiner. 
De 3 celtypen die tijdens het optisch histologisch onderzoek kun-
nen onderscheiden worden, hebben wij tijdens het elektronenmikroskopisch 
onderzoek kunnen terugvinden; de typering kon behouden worden. Er wordt 
door M. Thomsen (1965) geen verschil gevonden (lichtmikroskopisch)tus-
sen de MNSC van Calliphora erythrocephala, terwijl Bloch & al. (1966) 
we 1 2 typen N SC va s t s te ll,,e n b ij he t ze 1 f d é ins e k f. B 1 j · z ~ ë ~- we in i g ins e k-
ten kan een verband gelegd worden tussen het optisch histologisch en het 
elektronenmikroskopisch onderzoek van de NSC. 
Bij de A- en B - cellen menen we 1n sommige gevallen dat er nog 
een verder onderscheid kan gemaakt worden. Bij oude wijfjes die geen 
eitjes konden afleggen (gebrek aan parings- en ovipositiemogelijkheid) 
~emerken wij een aantal zeer donker purpere A-cellen terwijl de and~re 
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A-cellen purper-oranJe gekleurd z~Jn. Dezelfde NSC hebben wij met d~ 
elektronenmikroskoop onderzocht maar wij hebben geen verschil kunnen 
opmerken. Of dit nu alleen in verband staat met de hoeveelheden gra-
nula of met de samenstelling er van, kan niet uitgemaakt worden. Ty-
pisch zijn wel de grote hoeveelheden granula t.o.v. de NSC van normale 
eileggende wijfjes. Voor wat de B-cellen betreft hebben we met de his-
tologische kleuring de indruk dat somm~ge cellen bleekgroen en andere 
bruingroen gekleurd z~Jn. Met de elektronenmikroskoop hebben we geen 
verschil tussen deze cellen kunnen vaststellen. Het is ons echter wel 
opgevallen dat bij sommige B-cellen het kernmembraan zeer onregelmatig 
is en bij andere regelmatig. Struktuurverschillen op sub~ellulair n~­
veau worden niet opgemerkt, alhoewel dit niet uitsluit dat er toch 
verschillen kunnen zijn in de samenstelling van de granula. Het feit, 
dat eenzelfde celtype zowel histologisch als elektronenmikroskopisch 
gekarakteriseerd wordt, laat toe vast te stellen dat I) de granula van 
de A 1-ce l len, die de kleinste diameter bezitten, ook de kleinste ag-
glomeraten vormen bij het optisch histologisch onderzoek. 2) de A-cellen, 
waarvan de granula een grotere diameter hebben, de grootste agglome-
raten vormen. Hiermee wordt aangetoond dat de opvatting (M. Thomsen, 
1 965) dat de kleinste agglomeraten na PAF-kleuring de grootste granula 
voorstellen n i et opgaat voor de koolvlieg. 
Het aantal MNSC bij de koolvlieg is van dezelfde grootte orde als 
b i j andere tot nog toe onderzocht; bi~~era . . 
Het verband leggen tussen struktuur en funktie van NSC bij insek-
ten i s bijzonder moeilijk. Aangezien het in ons geval alleen om een 
bes c hrijvende studie gaat is het nog te vroeg voor hypotesen over de 
eventuele rol van de verschillende NSC en hun sekreet. Er wordt wel 
een poging gedaan om bi j de vier onderzochte ontwikkelingsstadia een 
verband te leggen tussen struktuur van de NSC en de ontwikkelingsgraad 
van de ovariolen, maar een duidelijke korrelatie kan niet vastgesteld 
worden. Dit is te wijten aan het feit dat het neurosekretorisch sy-
steem gedurende de eirijping aktief is en er gedurende heel die periode 
maar weinig kleurbaar materiaal in de NSC aanwezig is. Volgende au-
teurs hebben grote hoeveelheden neurosekretorisch materiaal gevonden 
tedurende de inaktiviteit van de ovaria (geen dooierafzetting) en wii-
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nig gedurende de eirijping : Highnam (1962 a, b) en Highnam & Lusis 
I 
(1962) bij Schistocerca ; Highnam & Haskell (1964) en Cassier (1965 
a, b) bij Locusta ; Mordue (1965) bij Tenebrio Bloch & al. (1Q66) 
bij Calliphora ; Strambi (1967) bij Polistes spec. Bij Schist6cerca, 
Locusta en Tenebrio kan de eirijping geinduceerd worden en vanaf 
dat ogenblik vermindert de hoeveelheid neurosekreet zeer sterk 
(Highnam 1961 a, 1962 a, b ; Highnam & Lusis, 1962 ; Highnam & Has~ell, 
1964). Bij de kever Hypera posticazijn de NSC gedurende de voort-
plantingsperieden meer gevuld met neurosekretorisch materiaal dan ge-
durende de diapauze (Tombes & Bodenstein, 1967). 
De beoordeling van de aktiviteit van een NSC ~s een zeer kemplex 
probleem : de hoeveelheid sekreet op een bepaald .ogenblik in een NSC 
is altijd de resultante van synthese en afgifte het vaststellen van 
de aanwezigheid van veel of weinig sekreet alleen is onvoldoende. Men 
moet een type NSC volgen gedurende een hele ontwikkelingsperiade van 
het insekt omdat het mogelijk is dat een bepaalde NSC nooit een grote 
hoeveelheid sekreet accumuleert. Als én synthese én afgifte snel ver-
lopen kan de NSC er leeg uitzien. Als de synthese sneller verloopt 
dan de afgifte za l er accumulatie z ij n, maar dit betekent op zichzelf 
nog niet dat die cel niet aktief zal zijn. Zelfs met autoradiogra-
35 fische exper i menten (inspuiten van S-cysteine), een methode die 
vanzelfsp r ekend doelmatiger is dan de gewone kleuringsmethode, kan men 
nog geen exakte indruk krijgen van snelheid van synthese. 
De koncentratie van het hormoon in de granula kent men niet even-
m~n als de minimum hoeveelheid hormoon om een bepaald fysiologisch pro-
ces in gang te steken en aan de gang te houden. NSC met granula, waarin 
een bepaald hormoon slechts in lage koncentratie voorkomt, zullen dus 
meer granula moeten synthet i seren en afgeven dan andere NSC waarvan 
de granula een hoge koncentratie aan hormoon bevatten, tenminste als 
men als we~khypotese aanneemt dat evenveel hormoonmoleculen nodig zijn 
voor de regulatie van twee vergelijkbare, fysiologische processen het-
geen niet noodzakelijkerwijze het geval moet zijn. 
Volgens on~ is het vaststellen van de graad van aktiviieit van een 
NSC uiterst moeilijk. Het is heel goed mogelijk dat men per insekt de 
NSC, type per type, moet beschouwen. Bij de koolvlieg hebben we biri 
de [-cellen nooit een grote hoeveelheid granula gezien. Wijst art nu 
-- --- -~--~----------~---
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op een grote of kleine synthesesnelheid en een .grote of kleine af-
gifte snelheid, of is de hormoonkoncentratie altijd zeer hoog waar-
door er dan weinig granula zullen gevormd worden ? Men kan moeilijk 
aannemen dat een NSC altijd even aktief is. Bij deze B-cellen heb-
ben we wel gezien dat het kernmembraan ofwel onregelmatig ofwel re-
gelmatig gebogen ~s. Of dit in verband staat met de snelheid van 
synthese van RNA in .de kern valt niet te bewijzen. Het is vanzelf-
sprekend dat voor de synthese van eiwitachtige granula zowel enda-
plasmatisch reticulum en Galgi-systemen goed ontwikkeld moeten zijn 
en dat er ook een behoorlijk aantal mitochondriën nodig z~Jn voor de 
energie voorziening. Absolute kwantitatieve kriteria zullen echter 
niet kunnen opgesteld worden zolang de verschillende hersenhormonen 
niet beter gekarakteriseerd z~Jn. 
De laterale cellen, de NSC aan de ooglob en de NSC ~n het suboeso-
fageaal ganglion worden na karakterisatie met optisch histologische 
methoden B-cellen genoemd, omdat ze op dezelfde manier reageren als 
de B-cellen van het pars intercerebralis. Een voorlopig onderzoek 
van de laterale cellen en de NSC van de ooglob met de elektronenmi-
kroskoop hebben echter aangetoond dat deze cellen helemaal niet te 
vergelijken zijn met de B-cel l en van het pars intercerebralis. Ze kun-
nen evenveel of meer granula bevatten dan de A en A 1-cellen; de dia-
meter van de granula van de laterale cellen is minstens even groot als 
deze van de A 1-cellen. Verder onderzoek zou deze resultaten nog moeten 
bevest i gen. 
Reeds heel wat histochemische studies werden uitgevoerd op de NSC 
van verschillende insekten om de chemische samenstelling van het neu-
rosekreet te bepalen : Rehm (1955) toonde een fosfo-lipoproteine korn-
plex aan bij Ephestia kÜhn i ella Zel, Galleria mellonella L. en Pieris 
brassicae L . ; Nayar (1955) een fosfolipide en e~n proteÏne bij Iphita 
limbata ; Kobayashi ( 1 957) een lip i de en een fosfolipide bij Bombyx 
mori ; Ganguly & Basu (1962) een mucopolysaccharide of een mucoproteine 
bij Bombyx mori ;Brousse & al. (1958) en Ramade (1969) een sulfydryl-
rijk lipoproteine bij Blabera fusca en Musea domestica ;Fraser (1959 a, 
b) een mucopolysaccharide, een glycolipide, een fosfolipide en een li-
poproteine bij Lucilia caesar ; Girardie & Girardie (1967) een gly~o­
prote i ne bij Locusta migratoria ; Pipa (1962) een lipofuchsine biJ 
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feriplaneta americana Arvy & Gabe (1962) een sulfydrylrijk glyéo-
proteÏne bij een 15-tal insekten van 9 verschillende orden ; Schreiner 
(1966) en Naisse (1966) een sulfydrylrijk proteÏne bij Oncopeltus 
fasciatus en Lampyris noctiluca. 
Bij de koolvlieg hebben we met een Alcian-blauwkleuring en een 
pronase behandeling kunnen aantonen dat het neurosekreet uit S-S-brug-
gen en (of) -SH groepen en meer algemeen uit proteïne samengesteld is. 
De aanwezigheid van niet komplexe polysacchariden of van mucopolysac-
chariden, waarschijnlijk met proteÏnen gekomplexeerd, wordt met behulp 
van de thiosemicarbazide-zilverproteÏnaat~reaktie aangetoond. 
Hersenhormonen zijn evenals de granula van eiwitachtige aard, maar 
hieruit mag nog niet besloten worden dat de granula de hormonen zelf 
voorstellen of dat ze de draagstof van de hormonen zijn of getransfor-
meerd worden in hormonen. 
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